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ABREVIATURAS

AU Acido urico

N1O-f-THF 10-formil- tetrahidrofolato

IMP Inosina monofosfato

AMP Adenosin monofosfato

GMP Guanosin monofosfato

PRPP 5-fosforribosil-pirofosfato

PNP Purina nucleosido fosforilasa

XO Xantina oxidasa

CUM Cristales de urato monosaodico

G-CAN El proyecto de la red de gota, hiperuricemia y enfermedades

asociadas a cristales

ACR Colegio Americano de Reumatologia
EULAR Liga Europea Contra el Reumatismo

UAT Transportador de urato

AGCC Acidos grasos de cadena corta

SAM S-adenosilmetiionina

SAH S-adenosilhomocisteina

PucG Proteina putativa del catabolismo de purinas
ASVs Variantes de secuencia de amplicén

PPI Interaccion proteina-proteina

GSC Sistema de clivaje de glicina



RESUMEN

El ser humano produce 620 mg de acido Urico al dia, de los cuales el 30% se excreta por el
intestino, donde algunas bacterias que componen el microbioma intestinal son capaces de
catabolizarlo. En este estudio se evalud la composicién taxondémica y la prediccién funcional del
microbioma intestinal en pacientes con artritis gotosa con y sin tofos, que podrian tener un
impacto en vias vinculadas al metabolismo del acido Urico. Se efectud la secuenciacién del
amplicon de las regiones V3-V4 del gen ARNr 16S de muestras fecales. El estudio se realizd
con un grupo de pacientes con gota tofacea (n=33) y otro grupo con gota no tofacea (n=25).
Cada resultado se compard contra individuos sin la enfermedad (n=53). Se identificd un
microbioma caracterizado por la disminucién de los indices de alfa diversidad (riqueza), en
pacientes con gota sin tofos en comparacion con los controles. Un panel de 4 variantes de
secuencias de amplicones (ASVs) a nivel de género fue abundante en el grupo de gota sin tofos
comparado con el grupo control que incluyé: Phascolarctobacterium Bacteroides Akkermansia,
y el grupo Ruminococcus_gnavus_1. En los pacientes con gota tofacea, el filo mas abundante
fue Proteobacteria comparado con los controles. Un aumento significativo del género
Escherichia-Shigella acompafié dicho enriquecimiento. El analisis de cambio de magnitud
detectd nueve géneros sub-representados en los dos grupos con gota en comparacién con el
grupo control, incluyendo Bifidobacterium, Butyricicoccus, Oscillobacter,
Ruminococcaceae_UCG_010, Lachnospiraceae_ND2007_group, Haemophilus,
Ruminococcus_1, Clostridium_sensu_stricto_1, y Ruminococcaceae_ UGC_013. Se detectd un
microbioma comun/compartido, con la presencia de 130 ASVs comunes entre los dos grupos
de gota. Se reveld la presencia de tres especies de Bacteroidales (Bacteroides caccae,
Bacteroides stercoris ATCC 43183 y Bacteroides coprocola), dentro del microbioma compartido
en pacientes con gota, que podrian realizar funciones vinculadas al metabolismo de un carbono,
la union de nucledtidos, la biosintesis de amino&cidos y la biosintesis de purinas. Por ultimo, la
predicciéon funcional mostr6 mayor actividad en las principales enzimas bacterianas que
participan en la sintesis, degradacion y eliminacién del urato. Nuestros hallazgos revelaron que
las variaciones taxonémicas en el microbioma intestinal de los pacientes de gota con y sin tofos
podrian tener un impacto funcional en el metabolismo del urato. Esta informacion puede
contribuir a una mejor comprension de la participacion de las bacterias intestinales en el

desarrollo de la gota.



ABSTRACT

Humans produce 620 mg of urate daily, of which 30% is excreted by the intestine, where some
microorganisms making up the gut microbiome can catabolize it. Here, we evaluated the
taxonomic composition of the gut microbiome in gout patients with and without tophi, and predict
bacterial functions that might have an impact on urate metabolism. Hypervariable V3-V4 regions
of 16S rRNA gene from fecal samples of gout patients with and without tophi (n=33 and n=25,
respectively) were sequenced and compared to 53 healthy controls. We explored predictive
functional profiles to identify differences in taxonomy and metabolic pathways. We identified a
microbiome characterized by the lowest richness and a higher abundance of
Phascolarctobacterium, Bacteroides, Akkermansia, and Ruminococcus_gnavus_group genera
in patients with gout without tophi when compared to controls. The Proteobacteria phylum and
the Escherichia-Shigella genus were more abundant in patients with tophaceous gout than in
controls. Fold change analysis detected nine genera enriched in healthy controls compared to
gout groups (Bifidobacterium, Butyricicoccus, Oscillobacter, Ruminococcaceae_UCG_010,
Lachnospiraceae_ND2007_group, Haemophilus, Ruminococcus_1,
Clostridium_sensu_stricto_1, and Ruminococcaceae_UGC_013). We found that the core
microbiome of both gout groups shared Bacteroides caccae, Bacteroides stercoris ATCC 43183,
and Bacteroides coprocola DSM 17136. These bacteria might perform functions linked to one-
carbon metabolism; nucleotide binding; and amino acid, and purine biosynthesis. We observed
differences in bacterial enzymes involved in urate synthesis, degradation, and elimination.
Conclusions: Our findings revealed that taxonomic variations in the gut microbiome of gout

patients with and without tophi might have a functional impact on urate metabolism.



1. INTRODUCCION

La gota, es la forma mas coman de artritis inflamatoria, y es el resultado de la
hiperuricemia cronica y la consiguiente formacion y deposito de cristales de urato
monosaédico (CUMS) en el cartilago articular, tejidos articulares y extraarticulares,
con una consecuente respuesta inflamatoria - 2. La presentacién clinica de la
enfermedad incluye frecuentes ataques agudos y un estadio crénico que consiste
en el depodsito cronico de CUMs intraarticular, denominados tofos ©). La
hiperuricemia cronica es el resultado de factores ambientales y de un antecedente
genético para la produccién de acido urico (AU), asi como de su excrecion renal e
intestinal “-8). Aunque los procesos evolutivos y adaptativos en los seres humanos
han inactivado a la uricasa, responsable de la degradacion del AU en alantoina (*:
8), ciertas bacterias que residen en el intestino pueden metabolizar un tercio de la
sintesis diaria de AU producida tanto de forma enddgena, como el procedente de
las purinas de la dieta (ex6geno) 10 Shao et al. descubrieron que existen cambios
metabdlicos en el microbioma fecal de los pacientes con gota. En dicha
caracterizacion se encontré alteraciones en metabolitos implicados en la excrecion
de AU y cambios en los amino&cidos directamente responsables de la biosintesis
de nucledsidos de purina. También identificaron un enriquecimiento de patdgenos
oportunistas y una disminucion de la diversidad a (1. Otro estudio revel6 una
disbiosis intestinal en pacientes con gota y demostré que los Bacteroides eran
comunes y abundantes en sus microbiomas intestinales de los pacientes con artritis
gotosa, en comparacion con los individuos sin la enfermedad @2. Lim et al.
demostraron que en enterotipos caracterizados por enriquecimiento de Bacteroides
hay enriquecimiento de la enzima 5-hidroxisourato hidrolasa, que desempefia un
papel crucial en la uricolisis intestinal 3. Actualmente, no hay estudios en
poblaciones occidentales que aborden la caracterizacion y diferenciacion del
microbioma intestinal de pacientes con gota sin tofos, o con al menos un tofo
subcutaneo (detectable mediante examen fisico) 4. En este estudio, presentamos
una descripcidn robusta del microbioma intestinal de pacientes mexicanos con

artritis gotosa con y sin tofos y lo comparamos con el de sujetos sanos.



2. MARCO TEORICO

2.1 Acido urico (AU)

El AU es un producto final del metabolismo de las purinas, las cuales forman la
columna vertebral del acido desoxirribonucleico (ADN), y se consideran
componentes fundamentales de cada célula viva (Figural). EI AU en el medio
ambiente es una fuente rica de nitrégeno en la cadena alimenticia universal (19,
Quimicamente, esta molécula es un acido organico débil con un pKa de 5.75 que
en el cuerpo humano esté presente en un 98% en su forma ionizada como urato a
un valor de pH fisiolégico de 7.4 (9), circulando en plasma como urato de sodio, ya
gue menos del 5% se une a proteinas plasmaticas. Tanto el AU como el urato de
sodio tienen una solubilidad baja en soluciones acuosas; sin embargo, ambos
compuestos pueden formar coloides en los fluidos biologicos y debido a esta
propiedad pueden formar soluciones sobresaturadas(t’ 18

' N

@) ;H

H“N N
A | »=0

0O |~|~1 l‘:{

H H

Figura 1. Estructura quimica del AU. C5H4N403 tomada de: http://www.lesch-
nyhan.org/en/definition/biochemistry/uric-acid/. EI AU es una molécula biciclica, tiene como
grupo funcional la purina con un equilibrio ceto-endlico en la posiciéon 2, con un grupo
hidroxilo y 2 &tomos de nitr6geno que flanquean las posiciones 1 y 3, comparten la carga
i6nica de los seis miembros estabilizados por la resonancia del anillo.
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2.2 Metabolismo de AU
2.2.1 Generacion endégena de AU

En condiciones fisiologicas normales, el AU se genera principalmente en el higado
y en el intestino, a partir del catabolismo de purinas enddgenas, con una tasa de
sintesis diaria relativamente constante entre 300 y 400 mg. En hombres sanos, la
capacidad total de almacenamiento corporal de AU es de 1200 mg y en mujeres

supone unos 600 mg (19-21),

2.2.2 Sintesis de novo del anillo de purinas y sintesis de monofosfato de
inosina (IMP)

Las materias primas para la sintesis de las purinas son: el diéxido de carbono,
algunos aminoé&cidos no esenciales y derivados del acido félico, que actian ya sea
como donadores de un atomo carbono o de nitrégeno segun su posicion dentro del
anillo pentaciclico o hexaciclico. En la figura 2 se ilustra el orden en el cual los
atomos del anillo de purinas son conformados: N-9 de glutamina; C-4, C-5y N-7 de
glicina; C-2 y C-8 de N°-formil- tetrahidrofolato (THF); N-3 de glutamina; C-6 del
CO2, y N-1 de aspartato 2.

11
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Figura 2. Estructura bésica biciclica del anillo de purinas. Los circulos con las letras Ny C
coloreadas representan los distintos compuestos (aminoécidos, formil-THF y CO2 en su
forma ionizada); que, situados en los diferentes posicionamientos dentro de los anillos,
conforman la distribucién carbonada y nitrogenada de la estructura general de las purinas.

La biosintesis de purinas inicialmente emplea como material de partida una ribosa
5-fosfato, producto proveniente de la via de las pentosas fosfato. El producto final
de esta ruta biosintética es la inosina 5’-monofosfato (IMP). El primer paso, consiste
en la catalisis por medio de la ribosa fosfato pirofosfocinasa (PRPP sintetasa), para
generar la forma activada de la pentosa fosfato por transferencia de un grupo
pirofosfato a partir del ATP para formar 5-fosforribosil-pirofosfato (PRPP). En una
serie de 10 reacciones que requieren cinco moléculas de ATP, PRPP se convierte
en el ribonucleétido IMP, considerado el primer producto de las purinas y el
precursor comun de adenosin monofosfato (AMP) y guanosin monofosfato
(GMP)@3),

2.2.3 Degradacion de purinas y produccion de AU.

Los nucledtidos de purinas son sintetizados de forma preferente por las vias de

recuperacion o salvamento, siempre que se disponga de bases nucleotidicas libres.

La hidrolisis de IMP produce el nucleésido inosina, que, a su vez, se convierte a
12



hipoxantina por la purina nucledsido fosforilasa (PNP). Posteriormente, actia una
enzima conocida como xantina oxidorreductasa (XO), que con dos isoformas en los
peroxisomas celulares, es la encargada de catalizar las dos reacciones terminales
de la via de degradacion de purinas en el humano; la oxidacion de la hipoxantina
para formar xantina y la generacién del producto final AU (Figura 3) .

La eliminacion hidrolitica de AMP y GMP produce adenosina y guanosina
respectivamente. La adenosina es desaminada a inosina por la accion de la
adenosina desaminasa. Asimismo, una nucledsido fosforilasa, descompone los
nucledsidos de adenosina en su respectiva base mediante una reaccion de
fosfordlisis. En el caso de la guanosina, la fosforolisis es llevada a cabo para
producir guanina @¥ . En la mayoria de las células la guanina es desaminada a
xantina, en una reaccién que es catalizada por la enzima guanasa (guanosina
aminohidrolasa) ?%). Por otro lado, la adenina desaminasa cataliza la produccion de
hipoxantina, que sigue el proceso catabdlico para formar xantina y AU

respectivamente (6,
2.2.4. Excrecion de AU

En los seres humanos el rifién es el responsable del 60-70% de la excrecion total
de AU, equivalente a (620+ 75 mg/dia) ©. En cambio, un tercio del AU total, se
excreta a través del tracto gastrointestinal (Figura 3) ©9. Sin embargo, en
enfermedad renal crénica aumenta significativamente la excrecion intestinal del AU

como mecanismo compensatorio@?),

13
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Figura 3. Metabolismo de purinas y excrecidon de acido Urico. Conversién del DNA y RNA a
acido Urico y excrecion via intestinal y renal. En letra azul se muestran las enzimas
participantes en la sintesis de novo para la formacién de purinas y AU. Las flechas en color
naranja, se muestran los enzimas participantes en la via de salvamento de purinas.

2.2.5. Aporte de purinas dietéticas.

Algunos tejidos tienen una capacidad limitada para sintetizar nucleétidos de novo,
por lo que requieren componentes dietéticos, esencialmente bases puricas, que
deben ser suministradas exégenamente para ser utilizadas por la via de
salvamento. Asi, por ejemplo, la mucosa intestinal, la células hematopoyéticas de
la médula ésea, leucocitos, los eritrocitos y linfocitos son incapaces de ejecutar la
sintesis de novo de purinas. Por lo tanto, la aportacion dietética puede ser de vital
importancia para estas células @®. La contribucion diaria aproximada de purinas
exdgenas (dietéticas) oscila entre 300-400 mg, suponiendo una ingesta
recomendada de purinas 9.
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2.2.6. Patogenia de la gota

Los CUM tienden a depositarse en tejidos relativamente pobres en vascularizacion,
primariamente en el cartilago donde se depositan de una forma ordenada, para
después diseminarse a la membrana sinovial ?®. La membrana sinovial, que
contiene sinoviocitos metabolicamente activos, es fisioldgicamente importante, ya
que alimenta a los condrocitos a través del liquido sinovial y espacio articular,
reviste las articulaciones, lubrica las superficies y sirve como soporte a la

articulacién (Figura 4) €0,

Membrana sinovial Femur

& @ Liquido sinovial /
3 ] \7 %, Cartilago
'...‘-
\ Tibia

Figura 4. Cépsula articular. Anatomia de una articulacién donde se muestra el depdsito de CUM
en la membrana sinovial y la reaccién inflamatoria que desencadena ocasionando
hipertermia y eritema articular.

®

2.2.7. Estadios y elementos caracteristicos en la gota

Se han descrito cuatro estadios clinicos: hiperuricemia asintomatica, artritis gotosa
aguda o brote de gota, gota intercritica y artritis gotosa crénica (con tofos) 1. No
obstante, a pesar de las técnicas utilizadas actualmente para esclarecer los estadios
de la gota, se carece de una estandarizacion, precision y claridad en términos de su
conceptualizacion y clasificacion. El proyecto de la red de gota, hiperuricemia y
enfermedades asociadas a cristales (G-CAN), publicado en 2019, sefal6 las

etiquetas y definiciones de los elementos basicos que componen a la enfermedad;
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esto a su vez, permite el uso de una nomenclatura estandarizada a las redes
cientificas en las actividades relacionadas a la investigacion de la gota 4. Los
elementos basicos de la gota identificados en la literatura, y publicada por el G-CAN,
se muestran en la tabla 1. En la tabla 2 se muestran las definiciones de los
componentes de la enfermedad.

1. Los cristales patogénicos en la gota

2. La forma circulante del producto enzimatico final generado por la xantina oxidasa el
metabolismo de purinas en los humanos

3. Un elevado nivel de circulacion del producto enzimético final generado por la xantina oxidasa
en el metabolismo de purinas en los humanos

4. Un episodio de inflamacion aguda desencadenado por la presencia de cristales patogénicos

5. Lacondicion en la que hay una ausencia de inflamacion clinicamente evidente después o entre
episodios de inflamacion aguda

6. Inflamacion persistente inducida por cristales patogénicos
7. Coleccion de cristales patogénicos con tejido asociado de respuesta al huésped

8. Una coleccion discreta de cristales patogénicos con tejido asociado de respuesta al huésped,
detectable en examen fisico

9. Lapresenciade depdsitos de cristales patogénicos en las imagenes

10. La presencia de dafio 6seo estructural debido a la gota

11. Un episodio de inflamacién aguda de la primera articulacion metatarsofalédngica

Tabla 1. Descripciones textuales de los elementos basicos de la enfermedad de la gota publicadas
por el G-CAN.
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Componentes comunes de la gota
seguln los estandares del G-CAN

Definicién

1. Cristales de urato monosoédico

Los cristales patogénicos en la gota (formula quimica:
CsHaN4NaO3)

2. Urato

3. Hiperuricemia
4. Gotaaguda

5. Gotaintercritica

6. Artritis gotosa crénica

7. Tofos

8. Tofos subcutaneos

9. Evidencia de imagen de
Cristales de urato monosaédico
10. Gota (Erosién de huesos)

La forma circulante del producto enzimatico final
generado por la xantina oxidasa en el metabolismo de
purina en los seres humanos ( férmula quimica:
CsH3N4O3)

La elevada concentracion de urato en la sangre por
encima del umbral de saturacion

Episodio clinicamente evidente de inflamaciéon aguda
inducida por cristales de urato monosédico.

El periodo asintomatico después o entre los brotes de
gota, a pesar de la persistencia de los cristales de urato
monosadico.

La persistente inflamacion de las articulaciones inducida
por cristales de urato monosadico

Una estructura ordenada de cristales de urato
monosodico y la respuesta asociada de los tejidos del
huésped

Un tofo que se puede detectar por medio de un examen
fisico

Los hallazgos que son altamente sugestivos de cristales
de urato monosaodico en una prueba de imagen

La evidencia de una ruptura cortical en el hueso que
sugiere la gota (Borde saliente con margen escleroético)

11. Podagra

Un brote de gota en la
la articulacion 1ra metatarsofalangica

Tabla 2. Etiquetas y definiciones aprobadas por el G-CAN de los elementos basicos de la

enfermedad de la gota.

2.2.8. Criterios de clasificacién para diagnéstico de gota

La clasificacion de gota deriva de los criterios clinicos del Colegio Americano de

Reumatologia (ACR) y la Liga Europea Contra el Reumatismo (EULAR), cuyos

datos demuestran ser de gran utilidad en la practica clinica diaria ¢2- Estos criterios

han sido validados cuantitativamente por un grupo de expertos, que determiné la

inclusion de ciertas caracteristicas que establecen la presencia de la enfermedad

mediante rasgos particulares como la existencia de CUM, el patrén implicado de la

articulacion, intensidad de los episodios sintomaticos, tiempo de dolor maximo y su
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resolucién, la naturaleza episddica de los sintomas, presencia clinica de tofos,

niveles de AU, caracteristicas de imagen y respuesta al tratamiento 3,

De entrada, el estandar de oro para diagnosticar gota es la existencia de los CUM
en una articulacion sintomética o bursa (es decir, en el liquido sinovial) y la
presencia de tofos. En la tabla 3 se resumen dichos criterios con sus respectivas
definiciones. Los dominios incluyen parametros clinicos (nimeros 1-4), parametros
de laboratorio (nUmeros 5 y 6) y parametros de imagenes (numeros 7 y 8). Cada
criterio posee un sistema de puntuacion donde la méaxima calificacion posible es 23;
y se considera que una puntuacion =8 establece la presencia de gota en un
individuo. Un aspecto unico de los nuevos criterios de clasificacion es que existen
dos categorias que provocan puntuaciones negativas. Especificamente, si el liquido
sinovial es negativo a CUM, se restan 2 puntos de la puntuacion final. Asimismo, si
el nivel de AU en suero es <4 mg/dL (<0,24 mmol/L), se restan 4 puntos de la

puntuacion total y si no se realiza la toma de imagenes, se califican como 0 @3,
2.3 Epidemiologia de la enfermedad

Actualmente se reconoce que la gota es la artritis inflamatoria mas comun, asociada
a altas tasas de morbilidad y mortalidad, con una prevalencia cada vez mayor en
hombres, independientemente de la situacion socioecondmica. Se ha informado
que la prevalencia de la gota varia entre el 0.1 y aproximadamente el 10%,

habiéndose identificado las mayores proporciones entre los aborigenes tailandeses.

Estimaciones del Estudio Global de la Carga de Morbilidad de enfermedad (GBD),
muestran que la carga de gota ha aumentado en 49% entre 1990 a 2010 2, Se
estima que en las diferentes regiones del mundo la prevalencia se encuentra entre
el 1y el 4%.

En paises occidentales, la prevalencia de la gota entre los adultos (=20 afios) oscila
entre 0.5 a 3.9%, segun datos de la Encuesta Nacional de Examen de la Salud y la

Nutricion (NHANES) 2007-2008. El aumento de la prevalencia entre los varones
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mayores es mas llamativo, con una prevalencia del 4.5 al 10 % entre 1956 y 1984
que aumenté al 13.9 % en 1992 y al 18.4 % en 2011 (33.34),

Un estudio reciente con base en una gran poblacion examiné en términos de tasa
de mortalidad especifica, que las personas con gota poseen asociaciones de
magnitud alta con el riesgo de muerte por enfermedad renal, enfermedades del

sistema digestivo, enfermedades cardiovasculares, infecciones y demencias ).

Definiciones Dominio Puntos

1. Patrén: articulacion (es) afectadas durante algun episodio Tobillo o tarso 1

asintomatico mono/oligoarticular

1ra Metatarso falangica 2
2. Caracteristicas del episodio sintomético en la articulacion Caracteristicas
afectada: (Eritemal/intolerancia al tacto/dificultad para 1
caminar o mover la articulacion 2
3 3
3. Tiempo y duracion durante el episodio asintomatico. Episodios/Tipicos
Presencia >2 en algin momento, independientemente de
tratamiento: Acmé en < 24 horas/ resolucién completa entre Uno 1
episodios
Recurrentes 2
4. Tofo clinicamente evidente. (Drenado de material, nédulo
subcutaneo, piel transparente, con mas vascularidad y en Presente 4
sitios tipicos)
5. Concentraciones de acido Urico sérico idealmente sin < 4 mg/dL -4
tratamiento y 4 semanas después de un cuadro agudo. 6-<8
Considerar valor mas alto detectado. 8-10
>10
6. Analisis de liquido sinovial en una articulacién sintomética o CUMS negativo -2
bursa
7. Evidencia por imagen de depoésitos de urato en alguna
articulacion o bursa sintomatica. Ultrasonido: doble contorno Presente 4
o deteccion de deposito de uratos
8. Evidencia por imagen de dafo articular relacionado a gota.
Radiografias convencionales de manos y pies con al menos Presente 4

una erosion tipica

Tabla 3. Definiciones y consideraciones de los criterios ACR/EULAR para diagnostico de gota en la

préctica clinica.
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2.3.1 Etiologia de la enfermedad

El factor etiologico mas importante de la gota es la elevacion cronica del AU
plasmatico, por encima de su punto de saturacion (> 7 mg/dL), conocido como
hiperuricemia @6 37 La hiperuricemia y la gota parecen estar estrechamente
relacionadas, no obstante, sélo entre el 10-20% de los pacientes hiperuricémicos

desarrollan un ataque agudo de gota ©8),

Se han realizado numerosos estudios que advierten de la complejidad del fenotipo
(hiperuricemia y gota), que responde a la interaccion entre variantes de riesgo
genéticamente heredadas y las exposiciones ambientales, que son yuxtapuestas
con los dos principales mecanismos que conllevan a la hiperuricemia: la

sobreproduccion endogena, y la exégena (dieta) (9 40),
2.3.2 Reabsorcién y sub-excrecion de AU

Como se menciond anteriormente, la excrecion renal de AU circulante representa
una tercera parte de su eliminacion total del cuerpo ©). Los transportadores de urato
en riidn se dividen en dos categorias: transportadores de reabsorcion de urato,
incluyendo el transportador 1 de anion de urato (URAT1), transportador 4 de
aniones organicos (OAT4) y transportador 9 de glucosa (GLUT9). Por otro lado,
existen los transportadores de excrecién de urato, incluyendo OAT1, OATS3,
transportador de urato (UAT), proteina 4 de resistencia a multiples farmacos
(MRP4/ABCC4), ABCG2 y proteina de transporte de fosfato dependiente del sodio
(1), Se ha observado que el defecto en los transportadores de AU, puede ser un
factor patofisioldgico que conduce a la hiperuricemia y la gota (16), Haciendo énfasis
a lo mencionado anteriormente, algunas investigaciones sefalan que la disfuncion
del transportador de urato (ABCG2) causa sub-excrecion de este compuesto en
rifidn “2). Rosa J Torres y colaboradores, encontraron que el diagnostico de sub-
excrecion de AU se asocio positivamente con la presencia del alelo T de URAT1
rs11231825, el alelo G de GLUT9 rs16890979, y el alelo A de ABCG2 rs2231142
(43). En estudios previos de asociacion gendémica (GWAS), se detectaron cuatro loci
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(ABCG2, SLC2A9, CUX2 y GCKR) que estan asociados con la sub-excrecion del
AU renal %, Pese a la gran cantidad de estudios realizados sobre polimorfismos de
un solo nucledtido (SNPs), que buscan explicar el bagaje genético de la variabilidad
observada de las concentraciones de AU en suero, estos podrian explicar sélo
alrededor del 5-7.7% de la variacion entre dichas concentraciones “®. EI GWAS
publicado en 2013, combin6 datos de mas de 140,000 individuos de ascendencia
europea e identificd 28 loci asociados con las concentraciones de urato en suero y

de éstos 23 se han asociado con gota “%).

Algunos estudios han estimado que la heredabilidad de los niveles de urato sérico
es de entre 45% y el 73% ©7). Por otro lado, estudios como el de Taiwan en 2015,
sefalan una heredabilidad de gota del 35.1% en hombres y 17% en mujeres, que

confirma la importancia de factores genéticos en la susceptibilidad de la enfermedad
(46)

2.3.4 Influencia de la dieta en gota

Se ha demostrado que una dieta con alto contenido en purinas aumenta el riesgo
de gota. La evidencia mas sélida que vincula la dieta con alto contenido en purinas
con la gota proviene del Estudio de Seguimiento Profesional de la Salud (HPFS, por
sus siglas en inglés) en los Estados Unidos, en donde se reclutaron 51,529 hombres
de 40 a 75 afios en 1986. En este se demostrd que los mayores niveles de consumo
de carne y mariscos, alimentos cuya concentracién de purinas es muy elevada,

estan asociados con un mayor riesgo de gota (14,

Recientemente, se confirmo la asociacion entre el consumo de alimentos con alto
contenido en purinas como visceras, fermentados (cerveza), y destilados de alcohol,
con mayores niveles de AU en suero; y por consiguiente, estan fuertemente
asociados al desarrollo de gota “"). Se encontr6 una relacién dosis-respuesta entre
el consumo de alcohol y el riesgo a padecer la enfermedad, que consistié en un
riesgo relativo de 1.17 por cada 10g en el consumo diario de alcohol %), Este riesgo

varia sustancialmente segun el tipo de bebida alcohdlica, siendo los fermentados
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los que confieren un riesgo mayor “8. En contraste, existe evidencia de que el
aumento de la ingesta de vitamina C, disminuye el riesgo de incidencia de gota

hasta en 45% (49-51),

Ademas, en los ultimos afios, el consumo de fructosa se ha asociado con un mayor
riesgo a desarrollar gota 2. Cuando este monosacarido de fuente dietética es
absorbido a través del transportador de fructosa GLUTS5 dentro del epitelio intestinal
y transportado al higado, es rapidamente fosforilado por accion de la fructocinasa,
produciendo la acumulacion de fructosa-1-fosfato; esto deriva a un incremento
simultaneo de AMP, que aumenta la tasa de degradacién de las purinas generando

AU 63 En la figura 5 se muestra la atribucion de la dieta en la gota.

mantequilla, pastay

‘ Suplementos vitaminicos
e arroz
Vitamina C

=) Vino

*f Cerveza Productos

. lacteos
f Licores
, Pescado, carne de
‘ Café
aves y huevos

=) Té

* Refrescos azucarados

Nueces y leguminosas
(1 a 3 raciones semanales)

-

Fruta y verdura (2 a 3 raciones diarias

Alimentos integrales Aceites vegetales ;

Ejercicio fisico diario y control de peso

Figura 5. Influencia de la dieta en gota. Adaptado de Choi HK et al., 2005. Las flechas hacia
arriba (rojo) indican aumento del riesgo de gota, las flechas hacia abajo (azul) disminucion
del riesgo, y las flechas horizontales (verde) sefialan la ausencia de efecto sobre el riesgo.
La linea discontinua (morado), indica potencial efecto, pero sin evidencia clara sobre el
desarrollo de gota.
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2.3.5 Hormonas uricosuricas

Se ha detectado mayor prevalencia de la enfermedad en varones que en mujeres
premenopausicas, no obstante, las mujeres posmenopausicas son mas
susceptibles a padecer hiperuricemia y gota. EI mecanismo biolégico que se ha
postulado como base de la relacion entre la menopausia y los niveles de AU, es la
presencia de los estrogenos. Estas hormonas poseen un efecto eficiente en la
eliminaciéon de AU, ya que suprimen la expresion del transportador de aniones
organicos (OAT) en las células epiteliales de los tubulos proximales, promoviendo

una mayor depuracion de urato y menores niveles de AU en suero (4 55),
2.3.6 Excrecion intestinal de AU

Aunqgue el rifidn ha sido reconocido como el principal regulador de los niveles de
AU, es significativo resaltar la presencia de otros transportadores con alta afinidad
a la molécula de urato expresados en el intestino; como MRP2, MRP4, GLUT9,
MCT9, NPT4, NPT5, OAT10 y ABCG2 (BCRP) cuya funcion comienza a
esclarecerse ©. Por ejemplo, en los Ultimos afos se ha descubierto la aportacion

del transportador ABCG2 en la depuracién extra renal de AU ©6)

Takada et al, sugirio que la disfuncién de ABCG2 (BCRP), afecta la via de excrecion
del AU a nivel intestinal. Detalld6 mediante un andlisis funcional, que los ratones
Abcg2-knockout tratados con oxonato (un inhibidor de uricasa), presentan niveles

de AU significativamente mas altos que en los ratones control 7).

La contribucion intestinal de la excrecion de AU es una via alternativa significativa
que podria jugar un papel compensatorio ante procesos de hiperuricemia en
insuficiencia renal crénica o disbiosis intestinal 8. Incluso en algunos pacientes con
insuficiencia renal, la eliminacién de AU en intestino constituye el principal proceso
de eliminacion a pesar de que hoy en dia se desconoce el mecanismo subyacente

a este fendmeno 9,
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Conjuntamente, es conocido que bacterias pertenecientes al filo de Proteobacteria
de la microbiota intestinal, como E. coli, expresan sus propios transportadores de
AU. La naturaleza molecular de estos transportadores no se ha investigado a
detalle, sin embargo, estas proteinas cuentan con una estructura particular de doce
dominios transmembranales con una secuencia de aminoacidos definida que posee
sitios de captacion y afinidad a la molécula de AU. Los detalles estructurales de

estos transportadores se muestran en la figura 6 9,

Figura 6. Modelo del transportador de AU bacteriano, adaptado de Papakostas K et al., 2013.
Los segmentos\alfa-helicoidales se indican en rectdngulos grises con su respectiva
secuencia de amino4cidos. Circulos negros representan sitios cruciales para la expresion de
xantina permeasa (XanQ). Circulos rojos claros muestran los sitios esenciales de
selectividad para la xantina. Circulos rojo oscuro muestran los sitios de menor afinidad por
el &cido urico. Circulos azules muestran los sitios irreemplazables para la funcién del
transportador.

2.4 La microbiota intestinal bacteriana y su aportacion de metabolitos en el

hospedero

Los nichos bacterianos intestinales establecen funciones implicadas en la formacién

de metabolitos intermediarios en vias aminoacidicas y vitaminicas, que son
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indispensables en la estructuracién del metabolismo de nucleétidos y, por ende,

participan en el metabolismo de purinas y del AU.

Es conocido que, en adultos, se alberga aproximadamente 100 billones de bacterias
en el intestino, la mayoria de las cuales residen en el colon y superan en 10 veces
el nimero de nuestras células somaticas y germinales 1. Se estima que este
conjunto de bacterias intestinales poseen 9 millones de genes Unicos comparados
con los ~20 mil codificantes de un genoma humano ©2. Dichos genes proveen
diversas capacidades metabdlicas ausentes en el ser humano y, por lo tanto,
pueden considerarse indispensable para la salud de la vida humana ©3. Por
ejemplo, B. thetaiotaomicron, una de las bacterias anaerdbicas mas abundantes en
el intestino distal, incluye en su genoma 236 glucésido hidrolasas y 15 polisacéarido
liasas; enzimas faltantes en el proteoma humano y que son capaces de degradar la
celulosa proveniente de la fibra dietética, polisacaridos de pared celular vegetal
como (xilanos y pectinas), ademas de varios oligosacaridos y polisacaridos de
almacenamiento como la inulina y almidones resistentes. Estos sustratos son
degradados a través de un proceso anaerébico fermentativo con la consecuente
formacién de acidos grasos de cadena corta (AGCC); principalmente acetato,
propionato y butirato 4. En el ciego y el intestino grueso, el 95% de los AGCC
producidos son rapidamente absorbidos por los colonocitos, mientras que el 5%
restante es segregado en las heces ®%. Los AGCC se utilizan como fuente de
energia y esto podria proveer casi el 10% de nuestras necesidades energéticas

diarias (©6),
2.5 Microbioma intestinal y produccién de vitaminas

Uno de los ejemplos mas representativos sobre la sintesis vitaminica vinculada a
bacterias coldnicas, es la de la vitamina K, esencial en el proceso de coagulacion
sanguinea. Especificamente, Enterobacter aglomerans, Serratia marcescens y
Enterococcus faecium, son bacterias que se han aislado en intestino neonatal

humano, y se sabe participan en la produccion natural de menaquinonas (vitamina
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K2), que contribuyen de manera importante a satisfacer el requerimiento de vitamina

K en el humano €7,

La Salmonella typhimurium, Desulfovibrio vulgaris, Pseudomonas denitrificans,
Propioniibacterium shermanii, y Bacillus megaterium han sido implicados en la
biosintesis de cobalamina (vitamina B12) ©®®. A pesar de que la vitamina B12 se
obtiene exclusivamente a partir de algunos alimentos de origen animal, su sintesis
de novo pareciera estar restringida unicamente a algunas bacterias en el intestino,
debido a que los humanos no la sintetizan ©9). Lactobacillus reuteri es una bacteria
hetero fermentativa del acido lactico que coloniza el tracto gastrointestinal, y que
contiene un grupo de genes funcionalmente activos responsables de la biosintesis
de vitamina B12 9. El humano requiere una cantidad minima de cobalamina,
aproximadamente 2-3 pg/dia, para ayudar a las acciones de s6lo dos enzimas: 1)
metilmalonil-CoA mutasa, que participa en el catabolismo de &cidos grasos de
cadena impar, algunos aminoacidos ramificados y colesterol, para generar el
metabolito succinil-CoA y 2) metionina sintasa, que utiliza vitamina B12 como un
cofactor, y se encarga de catalizar la transferencia de un grupo metilo del 5-metil-
tetrahidrofolato a homocisteina, generando tetrahidrofolato y metionina (1. 72,
Algunas especies bacterianas en intestino humano han desarrollado la capacidad
de utilizacién de vitamina B para la formacion de homocisteina y el nucleésido de

adenosina (/3. 74),
2.6 Microbioma intestinal y produccion de aminoacidos

El microbioma intestinal también representa una amalgama de funciones que se
encuentra provisto de una importante variedad de grupo de ortélogos (COGs) que
participa no solo en la biosintesis de otras vitaminas como folato, tiamina y vitamina
B6, sino también coadyuvan a la biosintesis de aminoacidos esenciales tales como
leucina, valina, lisina, treonina, triptéfano, histidina y arginina; asi como de otros
aminoacidos no esenciales como alanina, aspartato, asparagina, glicina, glutamato
y glutamina (’®., De hecho, la microbiota intestinal bacteriana podria sintetizar los 20
aminoacidos proteinogénicos, incluidos los nueve aminoacidos esenciales
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necesarios para el crecimiento de los mamiferos. En general, las enzimas
responsables de la biosintesis de aminoacidos son fundamentales para el

crecimiento y la supervivencia de las bacterias (79,

Un analisis a gran escala de redes metabodlicas y de secuencias de genomas
bacterianos, demostré que mas del 60% de las bacterias que viven en el intestino

son auxoétrofos para al menos uno de los aminoéacidos, nucledsidos y vitaminas 7
78)

A pesar de estos hallazgos y del conocimiento generado a partir de los genomas
secuenciados de bacterias, poco se sabe sobre como sintetizan los aminoéacidos.
Numerosas publicaciones sustentan que las bacterias podrian sintetizar todos los
aminoécidos, sin embargo, es importante sefialar que en la secuencia gendémica de
muchas bacterias existen vacios (gaps) de vias biosintéticas para esos 20
aminoacidos (9. De hecho, aunque las bacterias aumentan su contenido de ADN a
través de la transferencia horizontal y duplicacion de genes, sus genomas siguen
siendo pequefios y, en particular, carecen de secuencias no funcionales. Este
patron se puede explicar por un mayor numero de deleciones que de inserciones,
que conlleva a una reduccién en el tamafio del genoma bacteriano. Asi, cuando la
selecciéon natural no es lo suficientemente fuerte como para mantener la
funcionalidad de genes encargados de sintetizar aminoacidos, estos se pierden en

grandes deleciones o se inactivan (7% 80),

En consecuencia, cuando la bacteria se ve sin la posibilidad de biosintetizar un
aminoacido, necesita tomar productos provenientes de medios minimos (sin
aminoécidos), o puede hacer uso de los sustratos 0 metabolitos excretados de otra
cepa del mismo entorno y utilizarlos como fuente energética mediante alimentacion
cruzada (cross-feeding). Esto le permite garantizar su resiliencia para la adaptacién
a los estimulos ambientales, y buscar interacciones para suplir los vacios de las
rutas por las que las bacterias biosintetizan aminoéacidos (/8 79, Un ejemplo claro de
este fendmeno deriva de las investigaciones de Chiarra Ferrario y colaboradores,
quienes realizaron un analisis transcripcional de Bifidobacterium bifidum cultivada
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en un hidrolizado de caseinay proteina de suero de leche, y donde encontraron que
las vias biosintéticas para la cisteina y la metionina son moduladas por la presencia
de hidrolizado de caseina revelando una probable auxotrofia de la bacteria para
cisteina 1. Adicionalmente, Bacillus subtilis, utiliza la via de sintesis de cisteina a
partir de sulfato. El azufre es un &tomo crucial en la cisteina y la metionina, asi como

en varias coenzimas y cofactores como tiamina, biotina o coenzima A (CoA) ©2),

Por otro lado, Hengameh van der Kaaij y colaboradores, demostraron que
Lactobacillus johnsoni es estrictamente auxotréfico para alanina. Mediante un
andlisis genético comparativo, revelaron que todos los genes conocidos
involucrados en la biosintesis de este aminoacido estan ausentes en su genoma y
depende de la enzima L-alanino desidrogenasa que expresa de manera heterdloga

Bacillus subtilis (3),

Existe una estrecha relacion entre el metabolismo de los aminoacidos y el de las
bases de los nucleédtidos. Los nucledtidos contienen una base de purina o de
pirimidina (bases que contienen nitrégeno) ©4. Casi todos los atomos de ambos
tipos de bases se derivan directa o indirectamente de los aminoacidos como de
describio en la figura 2. Aunque los aminoacidos son precursores conocidos de
purinas, el mecanismo molecular de la via para el reciclaje directo de aminoacidos

a partir de purinas permanece inexplorado ©4),
2.7 Metabolismo final de purinas y el catabolismo de los ureidos

En humanos y primates el AU es el producto final del metabolismo de purinas, sin
embargo, en aves, reptiles y varios tipos de bacterias como las intestinales que

poseen la enzima uricasa, se cataliza la conversion de AU en alantoina ©9).

El estudio de genomas de procariontes permiti6 conocer la via de degradacion
completa del AU; no solo hasta la formacion de alantoina, sino también la ruta
posterior, que comprende distintas enzimas que convierten a la alantoina en otros
compuestos; como el glioxilato, glicina, urea, amonio y diéxido de carbono ©%. Dicho

metabolismo, se ha encontrado en bacterias pertenecientes al género Escherichia-
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Shigella y es denominado catabolismo de ureidos ®® (Figura 7). Asi también,
Ramazzina | y colaboradores; demostraron que la proteina putativa del catabolismo
de purinas (PucG) presente en bacterias intestinales, cataliza la transaminacion
entre (S)-ureidoglicina y el producto final del catabolismo de purina (glioxilato) para
producir glicina ©7).

. Adenosina

N,
MO\
’ rd

> A
' B — Hipoxantina = Inosina

Adenina 1
A N
t‘ ) — Xantina @um=  Xantosina
e atibadli - CO;'\ Alantoina
Guanina \ 5-hidroxi- )
Acido isourato
2NH, +C0; 4y 41 3
Urea Acido
Glioxilato \ alantoico

Oxalurato

\\\
S-U ido-glicolat
rer oglcoao /\ NH4+

Hkm. (

Glicina

Ureidoglicina

Intestino grueso
Intestino delgado

- "',
‘ & -TTRE P -

pr -
o % “" .

Vena porta

Figura 7. Catabolismo de los ureidos, adaptado de Ramazzina l et al., 2006; Werner, AK et al.,
2010. 1) Después de la hidrdlisis del 5- Hidroxiisourato por la 5- Hidroxiisourato hidrolasa, se
produce alantoina (a). 2) Se sintetiza acido alantéico por accién de la alantoinasa (b). 3) Se
forma ureidoglicina mediante la alantoato desaminasa (c), liberando una molécula de
amoniaco y diéxido de carbono. 4) Se lleva a cabo la descomposicion espontanea de la
ureidoglicina en S-ureido-glicolato, amoniaco, y glicina por la degradacion enzimatica
promovida por la (S)-ureidoglicina-glioxilato aminotransferasa (PucG) (d). 5) El S-
ureidoglicolato se hidroliza a glioxilato, diéxido de carbono y dos moléculas de amoniaco por
la ureidoglicolato liasa (e). 5) Por ultimo se forma oxalurato por transaminacion permitida por
la ureidoglicolato deshidrogenasa (f).
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3. ANTECEDENTES

Pocos estudios han relacionado la participacion del microbioma intestinal en gota.
En una investigacion realizada por Angélica T. Vieira y colaboradores, se les
introdujo CUMs a las articulaciones en rodillas de ratones libres de gérmenes. Los
autores demostraron que la ausencia de microbiota intestinal en los roedores,
reduce la produccion de acetato, que es el AGCC mayormente distribuido a nivel
sistémico. Dicha reduccién, podria promover una inactivacion del inflamasoma
NLRP3 con la consecuente inhibicién de la secrecion de IL-1[3; factores claves en
la respuesta inmunitaria innata al interior de la articulacién estimulada por los CUMs.
Sorprendentemente, la recolonizacion de la microbiota intestinal mediante
trasplante fecal y la administracion de acetato, revirtieron la capacidad de respuesta
hipoinflamatoria, induciendo la infiltracién de neutrdéfilos en el tejido peri-articular y
las cavidades sinoviales, y la liberacion de mediadores inflamatorios (CXCL-1y IL1-
B) .

La primicia de la relacion del microbioma intestinal y las concentraciones de AU, se
descubrié en gemelos coreanos monocigoticos mediante un estudio que demostro
un enriquecimiento de dos géneros bacterianos dominantes que corresponden a
Bacteroides (enterotipo 1) y Prevotella (enterotipo 2) 3. En esta investigacion fue
notable la correlacion existente entre mayores concentraciones séricas de AU con
el género Prevotella, y menores que con el género Bacteroides. Ademas, en el
enterotipo 1 se observo el enriquecimiento de la enzima 5-hidroxisourato hidrolasa
(KO07127), que participa en la conversion de AU a alantoina y se resalté el probable
papel de estas bacterias intestinales en las diferencias de las concentraciones de
AU sérico (193,

En 2016, se desarrollé un estudio de casos y controles en poblaciéon China, que
compard la microbiota intestinal entre enfermos con gota contra individuos sin la
enfermedad. En este estudio se utilizd una estrategia de metagendémica para
evaluar el papel del microbioma intestinal en la enfermedad. Se analiz6 a 33
personas sin la enfermedad (grupo control) y 35 enfermos de gota. Se evidencio

que existen estructuras y funciones bacterianas de distinta indole entre los dos
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grupos estudiados, que se caracterizd6 por una mayor presencia de Bacteroides
caccae y Bacteroides xylanisolvens en sujetos con la enfermedad, asi como una
subrepresentacion de bacterias como Faecalibacterium prausnitzii y Bifidobacterium
pseudocatenulatum. Asimismo, en el grupo de pacientes con gota, se encontraron
alteraciones en el catdlogo de genes que participan en la biosintesis de &cido
butirico y degradacion de purinas, conjuntamente con un perfil de microbiota
intestinal caracterizado por un aumento de la actividad de la xantina deshidrogenasa
(12) En otro estudio que combind las estrategias de 16S rRNA y metabolémica; se
compard un conjunto de 26 muestras de heces de individuos sin gota contra 26 de
pacientes con la enfermedad. En pacientes con gota se comprobo disbiosis
intestinal y la presencia exacerbada de patégenos oportunistas tales como
Bacteroides, Porphyromonadaceae Rhodococcus, Erysipelatoclostridium vy
Anaerolineaceae. En comparacion con los individuos sin la enfermedad, los
pacientes con gota poseian un enriquecimiento en las concentraciones de
metabolitos que incluyé a la glicina, alanina y taurina. Este incremento, puede
representar una mayor disponibilidad de sustratos para la formacion de purinas. Por
el contrario, las concentraciones de glucosa, asparagina, aspartato, citrulina,
fenilalanina, y valina fueron significantemente mas bajas 1. La deplecion de estos
metabolitos, podrian estar implicados en 3 mecanismos: la disminucion de adenosin
trifosfato en el intestino con una respectiva inhibicién de transportadores intestinales
para la excrecion de AU, una desregulacién en la liberacion de interleucinas pro-
inflamatorias, y, una alteracion en los mecanismos de proteccion de la barrera
intestinal.

Estudio experimentales recientes, demostraron que los probiéticos Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus rhamnosus y Lactobacillus brevis DM9218 poseen
capacidad uricolitica , al reducir los niveles de AU en ratas hiperuricémicas 9 90),
Estas investigaciones en modelos animales ponen en manifiesto el probable
potencial del uso de algunos probidticos como terapéuticos contra la hiperuricemia
y procesos de disbiosis intestinal. No obstante, se requieren estudios en diversas
poblaciones para entender los mecanismos funcionales de las bacterias que habitan

en el intestino humano en pacientes con gota.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Para mantener un estado de normouricemia, el humano excreta el 60-70% del AU
por via renal. Por otro lado, algunas bacterias uricosuricas que forman parte de la
microbiota intestinal eliminan un tercio del total de AU (30-40%). Los trabajos ya
mencionados, ponen de manifiesto la importancia del microbioma intestinal en el
mantenimiento de los niveles de AU; sin embargo, los resultados no son
concluyentes ya que en estos estudios los linajes bacterianos asociados a gota, asi
como los genes y vias metabdlicas responsables de la sintesis y degradacion de

AU difieren unos con otros.

Dada la heterogeneidad clinica de la artritis gotosa consideramos que la
estratificacion clinica de los pacientes con gota segun los criterios diagnosticos de
la ACR/EULAR, permitird conocer no Unicamente la descripcion robusta de la
microbiota intestinal y sus caracteristicas funcionales en pacientes con gota no
tofacea en sujetos con menor tiempo de evolucion y gravedad de este tipo de artritis,
sino que también, se describiran las probables afectaciones de la composicion de
dicha microbiota considerando un estadio crénico de la enfermedad que implica la

manifestacion de tofos subcutaneos

Por lo anterior, nos hemos propuesto responder la siguiente pregunta de
investigacion: ¢, Cual es la estructura y las funciones de la microbiota intestinal en
pacientes con gota en diferentes estadios de la enfermedad (con y sin tofos),

comparada con la de individuos sin la enfermedad?.
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5. JUSTIFICACION

La gota es la artropatia inflamatoria més frecuente en varones en edad productiva,
y actualmente, México como pais emergente posee una alta prevalencia de la
enfermedad. La explicacion de la gota se ha limitado a la contribucion del consumo
excesivo de purinas y factores genéticos. Diversos estudios se han enfocado
Unicamente a la asociacion de variantes genéticas que involucran la evaluacion de
mutaciones de un sdélo nucleétido en el conjunto de transportadores de AU a nivel
renal, pero que solo explican del 5-7.7% de la variabilidad observada en las
concentraciones séricas de AU. Estudios en poblacién mexicana sefalan que las
altas prevalencias de hiperuricemia en su poblacion, estarian relacionadas con
factores como el IMC, indice de adiposidad visceral y la etnicidad. Esta dltima
caracteristica haria particularmente susceptible a la poblacion mexicana al
desarrollo de hiperuricemia comparado con otras poblaciones en el mundo. Sin
embargo, se sabe que uUnicamente el 10% de hiperuricémicos asintomaticos
manifestara una progresion al estadio de ataque agudo de gota. Asimismo, se ha
demostrado que la severidad de la artritis gotosa en México, podria estar
relacionada con otros factores como los bajos niveles socioecondémicos, retraso en
la atencidon médica, autoprescripcion frecuente y otros factores ambientales como
la dieta. Si bien numerosas esas investigaciones tratan de explicar la etiologia y
patogénesis de la hiperuricemia y su asociacion con la gota, aun quedan brechas
clave en el conocimiento de la enfermedad. Por ejemplo; estudios pioneros
recientes desarrollados en poblaciones asiaticas, sefialan cambios en la taxonomia
bacteriana y alteraciones funcionales tanto de los sustratos metabdlicos requeridos
para la generacién y/o eliminacion de AU dentro del microbioma intestinal. Por lo
gue se ha postulado que la estructura de la microbiota bacteriana residente en
intestino humano puede ser un factor influyente que considerar en la génesis y
progresion de gota. No obstante, no existe algun estudio con esas asociaciones en
poblaciones latinoamericanas, por lo que es necesario realizar estudios en nuestro

pais para evaluar esta hipotesis.
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En este trabajo se pretende demostrar las posibles variaciones taxonémicas y
funcionales del microbioma intestinal, especificamente; aquellas relacionadas a las
vias metabdlicas intermediarias implicadas en la sintesis y degradacion del AU, que
pueden ser escrutadas mediante estudios in silico de prediccion funcional a partir

del gen bacteriano ribosomal 16S.
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6. HIPOTESIS

La estructura y el perfil funcional de la microbiota intestinal vinculado a las vias de
sintesis y/o degradacion de &cido Urico se encuentran aumentados en pacientes

con artritis gotosa con y sin tofos.
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7. OBJETIVOS

7.1. Objetivo general

Evaluar estructural y funcionalmente la microbiota intestinal vinculada al

metabolismo del AU en pacientes con artritis gotosa con y sin tofos.
7.1.1 Objetivos especificos

e Caracterizar la diversidad y abundancia de las ASVs de la microbiota
intestinal en las poblaciones de estudio, a partir de la secuenciacion masiva
del gen ribosomal 16S RNA.

e Identificar un microbioma comuin y compartido de los ASVs que se
encuentren sobrerrepresentados en los grupos de gota.

e Realizar perfiles de prediccion metagenomica funcional mediante

herramientas bioinformaticas a partir del 16S.
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8. MATERIAL Y METODOS
8.1. Tipo de estudio

Estudio descriptivo, observacional analitico de casos y controles. El esquema
general de trabajo que se llevd a cabo en este estudio se muestra en la (Figura 8).

Figura 8. Diagrama de flujo
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8.2Descripcion del universo de trabajo

Se selecciond un total de tres grupos para el estudio que provenian del Instituto
Nacional de Rehabilitacion y del Hospital General de México. Cada participante
firmé una carta de consentimiento informado y se llevé a cabo la recoleccion de las
muestras de heces para procesamiento del material genético bacteriano. Este
protocolo fue aprobado por el comité de ética del Instituto Nacional de Rehabilitacion

con el numero de registro: 273023.
8.3 Criterios de seleccion
8.3.1 Criterios de inclusioén

» Grupo 1 (grupo control) proveniente del Banco de Sangre del instituto Nacional de

Rehabilitacion.

a) Hombres de entre 30 y 60 afios con concentraciones de acido Urico <7 mg/dL.

b) Mujeres mayores de 50 afios, con concentraciones de acido Urico <7 mg/dL.
* Grupo 2, grupo gota (sin tofos).

a) Hombres o mujeres a los que se les demostré la presencia de CUMs en
liquido sinovial por microscopia de luz polarizada.

b) Diagnosticados con un puntaje >8 segun los criterios diagndsticos de Colegio
Americano de Reumatologia ACR/EULAR.

c) Ausencia de tofos mono u oligoarticulares.
» Grupo 3 (grupo con gota tofacea)

a) Hombres o mujeres a los que se les demostré la presencia de CUMs en
liquido sinovial por microscopia de luz polarizada.

b) Diagnosticados con un puntaje >8 segun los criterios diagndsticos de
Colegio Americano de Reumatologia ACR/EULAR.

c) Presencia de tofos mono u oligoarticulares (=1 tofo).
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8.3.2 Criterios de exclusion.

Los individuos con diagnéstico de diabetes, insuficiencia renal cronica, otras
enfermedades reumaticas incluyendo otras artropatias cristalinas (diferentes a los
cristales de CUM), sindrome de Cushing y enfermedades gastrointestinales
cronicas fueron excluidos para este estudio. Ademas, no se incluyeron en el estudio
los pacientes que recibian antibidticos o terapia antiparasitaria, intolerancia a la

colchicina y/6 diarrea en los ultimos tres meses.

8.3.3 Criterios de eliminacion.

e Muestras de heces que durante la recoleccidn tuvieron contacto directo con
orina y/o agua del excusado.
e Muestras con bajo contenido de DNA

e Muestras no amplificadas
8.4 Aplicacion de cuestionario

El grupo de participantes se recluté por personal previamente entrenado del
laboratorio de liquido sinovial del Instituto Nacional de Rehabilitacion para la

obtencién de datos sociodemogréficos, clinicos, antropométricos y dietéticos.
8.5 Andlisis bioquimicos sanguineos

Se recolecto6 un total de 10 ml de muestra sanguinea por participante, después de
un ayuno de 12 horas mediante una puncion intravenosa de vena cubital. La glucosa
se determiné por el método de glucosa oxidasa. Se evaluaron los niveles en suero
de acido urico, colesterol y triacilglicéridos, usando métodos estandarizados y
siguiendo las instrucciones del fabricante (DiaSys, Holzheim Alemania). También se
realiz6 la evaluacion de parametros antropométricos para calcular el indice de masa

corporal (IMC).
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8.6 Andlisis de la dieta

Se aplicé un cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos semicuantitativo
(CFA-SC). Se elabor6é con base en un cuestionario publicado por Trinidad
Rodriguez y colaboradores ©b, El cuestionario fue previamente validado y consto
de 59 alimentos pertenecientes a todos los grupos de alimentos (Anexos). A los
participantes se les preguntd en el ultimo afio por las frecuencias de consumo de
alimentos categorizadas entre cero y siete veces a la semana. Las porciones de los
alimentos y su agrupacion fueron basadas en las tablas mexicanas de composicion

de alimentos 2. 93)

8.7 Procesamiento de heces

Cada participante obtuvo la primera muestra de heces emitida por la mafiana en
condiciones de esterilidad en frascos de polipropileno. La materia fecal fue
inmediatamente separada en alicuotas de 200 mg, y se almacené a — 80 °C hasta

su posterior analisis.
8.8 Extraccion de DNA bacteriano de heces

Se extrajo material genético (DNA bacteriano), de una alicuota de 200 mg de heces
mediante el kit QlAamp stool de Qiagen. Se afadié a la muestra de heces 500 uL
de buffer ASL para lisis. Posteriormente se calenté 10 minutos a 70 °C y se agreg6
una tableta Inhibitex. Se llevd a cabo una centrifugacion a 14 000rpm durante 1
minuto y se obtuvo 200 uL del sobrenadante, posteriormente se afiadié 15 uL de
proteinasa K, mas 200 uL de tampdn AL al sobrenadante. Después se calentd 30
minutos a 70 °C. Se agreg6 200 uL de etanol, y se transportd la mezcla a la columna
de centrifugacién. Los pasos finales incluyeron lavados con tampones AW1 y AW2,

y por ultimo se realizé una elucion en 50 pL de buffer AE y se almacendé a - 20 °C.

8.9 Cuantificacion de DNA

El DNA bacteriano se cuantifico por espectrofotometria y florescencia por medio del

software “Nanodrop V3.9.1” y el flourometro Qubit. Se procedi6 a la seleccion de
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muestras con un indice 260/280 de absorbancia minima de 1.9 y una concentracién

minima de 5 ng/ul para su posterior introduccion al equipo de secuenciacion.

8.9.1 Amplificacién por PCR del gen ribosomal ARNr 16S

Se realizé un protocolo de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de dos
pasos. El primero fue disefiado para amplificar la region V3-V4 del gen del ARNr de
la bacteria 16S con cebadores universales (347F y 803R) usando los siguientes
pasos: 95°C durante 3 min, 40 ciclos (95°C durante 30 segundos, 55°C durante 30
segundos, 72°C durante 30 segundos); durante 72°C durante 5 minutos; 4°C «. Los
productos de la PCR se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa
(2%). El segundo procedimiento de PCR se emple6 para incorporar adaptadores y
una secuencia de codigo de barras especifica para cada muestra a través del kit
Nextera XT Index (lllumina, CA, Estados Unidos-EE.UU). Las secuencias de los
primers utilizados, se presentan en la tabla 4. Asimismo, se incorporé adaptadores
de lllumina cuya secuencia se muestra en la tabla 5. Los productos de PCR se
purificaron mediante el kit de purificacion de PCR QIAquick (QIAGEN, Hilden,
Alemania); se cuantificaron y validaron en el sistema Agilent 4200 (Agilent, Santa
Clara, CA, Estados Unidos). Las bibliotecas finales se agruparon en una
concentracion de 4 pM con la adicién de un 10% de control PhiX en el pool final, y,
posteriormente, se prepararon para su secuenciacion utilizando la plataforma
lllumina Miseq (lllumina, San Diego, CA, Estados Unidos) con una longitud de

lectura de 2 x 300 bp siguiendo las especificaciones del fabricante.

GEN SECUENCIA DE LOS PRIMERS DE REGION V3-V4

ARNr 16S | 319F (5 ACTCCTACGGGAGGCAGCAG - 3
806R (5 ~GGACTACHVGGGTWTCTAAT- 3))

Tabla 4. Primers especificos de las regiones hipervariables V3-V4 del gen ribosomal ARNr 16S. Referencia:
Fadrosh DW, Ma B, Gajer P, Sengamalay N, Ott S, Brotman RM, Ravel J Microbiome. 2014 Feb 24; 2(1):6.

SECUENCIA DE LOS ADAPTADORES DE ILLUMINA
(primer Forward 5")
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG
(Primer Reverse 5')
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC)
Tabla 5. Adaptadores de illumina
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9. Andlisis estadistico y bioinformético.

Las lecturas en crudo de la secuenciacion fueron recortadas y la calidad filtrada
empleando la herramienta fastp ®4- Las secuencias se concatenaron con la
herramienta PEAR v0.9.10 ©%), Posteriormente, las secuencias fueron importadas a
QIIME2 (Quantitative Insight Into Microbial Ecology 2) version 2019.4 8, Las
lecturas se procesaron y se eliminaron las quimeras y se les aplicé un algoritmo de
Deblur @") para remover secuencias inespecificas inherentes a las PCR y a la

secuenciacion.

La asignacion de la taxonomia se realizd contra la base de datos de referencia
ribosémica SILVA v132, agrupada con una similitud de secuencia del 99% 9. La
tabla de abundancia de ASVs, los metadatos y las tablas de taxonomia resultantes
se importaron en el paquete R phyloseq, y se analizaron a través de RStudio version
3.5.2 (http://www.rstudio.com)®?), Las métricas de diversidad alfa para la riqueza
(especies observadas, Chaol, ACE) y la diversidad (Shannon y Simpson) fueron
estimadas y comparadas usando las funciones de riqueza_ estimada,
riqueza_trazada, y prueba de pares de Wilcox implementadas en phyloseq.
También se utilizé la libreria R plotly para resumir y visualizar los indices de
diversidad alfa. Se empled la normalizacion logaritmica de la mediana utilizando
amp_boxplot (dentro del paguete ampvis2 v.2.5.9) para calcular la abundancia
relativa de lectura de los ASV (09, Para el andlisis y la visualizacién de la
abundancia relativa taxondémica, se aplic6 en primera instancia la prueba no
paramétrica de Kruskall-Wallis para determinar significancia estadistica entre los
tres grupos. Solo si la prueba de Kruskall-Wallis mostraba una p < 0.05, se realiz6
la prueba de suma de Wilcoxon para la comparacién entre pares de grupos; (gota
vs. control), (gota tofacea vs. control) y (gota vs. gota tofacea). Ademas, para los
resultados significativos obtenidos por la prueba de Wilcoxon, también se calculd
los cambios de magnitud dividiendo los valores de las abundancias de las medianas

de los grupos comparados.

Se realizé un andlisis discriminante lineal (LDA) con el paquete MASS en R para

comprobar si las abundancias de taxones detectadas en las pruebas no
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paramétricas y los cambios de magnitud eran capaces de discriminar entre los

grupos.

Basandonos en un parametro de cociente de abundancia de 0,8, y una eliminacion
de ASVs con una abundancia <0.01% del recuento total taxonémico, se generé un
diagrama de Venn, y graficos de Krona para conocer ASVs Unicas y comunes entre

los grupos de gota.

Para obtener una comprensiéon mas profunda de como las especies bacterianas
compartidas detectadas en los grupos de gota podrian jugar un papel en el
metabolismo de las purinas, exploramos un enfoque in silico para inferir redes de
interaccion proteina-proteina bacteriana (PPI) basadas en la tasa de descubrimiento
falso (FDR) para anotaciones especificas, usando la version 11.0 de STRING-DB
(https://string-db.org). Se considerd la significancia estadistica con valores de p

inferiores a 0.05.

Se predijo los perfiles funcionales bacterianos a partir de datos derivados del 16S,
utilizando el paquete Tax4Fun2 R (https://sourceforge.net/projects/tax4fun2/), con
un conjunto de base de datos provenientes del (RefLOONR) %D, Finalmente, se
investigd mas a fondo las predicciones metagendmicas funciones y esquemas de
clasificacion enzimatica a diferentes niveles jerarquicos mediante la Enciclopedia de

Genes y Genomas de Kyoto (KEGG) generada.

Se aplic6 una prueba t de Welch de varianzas desiguales para establecer
diferencias estadisticas y determinar posibles funciones bacterianas enriquecidas
entre los grupos mediante a herramienta en STAMP (Statistical Analysis of

Metagenomic Profiles) (102),
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10.RESULTADOS

10.1 Anélisis de variables bioquimicas y antropométricas

Se analiz6 a un total de 58 pacientes con gota. Treinta y tres sujetos tenian una
media en edad de entre 51.3 + 13.8 afos, presencia de tofos y mas de = 8 afios de
padecer la enfermedad. El grupo de los pacientes con gota sin tofos fue mas joven
(50.76 £ 9.42 afos), y a pesar de que poseia menos tiempo de evolucion de la
enfermedad comparado con los pacientes con tofos, no se present6 una diferencia
estadisticamente significativa. Las caracteristicas antropométricas denotan
significancia estadistica entre el grupo de gota sin tofos comparado con el control;
mientras que, en los parametros bioquimicos, se encontré diferencias en las
variables triacilglicéridos y glucosa. En ambos analitos el grupo control obtuvo
menores concentraciones respecto a los grupos con gota (Tabla 6). El tratamiento
de primera linea para todos los pacientes con gota incluyé alopurinol (inhibidor de

xantina oxidasa) y colchicina.

Control Gota (sin tofos) Gota tofacea Valor-P
N 53 25 33
Edad (afios) 45.4 (£7.9) 50.7 (9.4) 51.3 (+13.8)* 0.022
IMC (Kg/m?) 26.0 (£2.7) 30.2 (£3.4)* 27.9 (#5.1) <0.01
Glucosa (mg/dL) 89.8 (17.9) 97 (13.5)% 92.5 (10.6) 0.02°
Colesterol total (mg/dL) 151.7 (x41.8) 164.4 (+30.0) 169.3 (£33.2) 0.092
Triaciligliceridos (mg/dL) 127.3 (51.4) 181 (115.6)% 179.8 (110.3)% <0.01°
Acido arico (mg/dL) 5.6 (1.2) 6 (2.05) 6.6 (3.9) 0.06°
Tiempo de diagndstico (afios) 6.5 (10) 8 (15) 0.63¢
Género (%)
Hombre 46 (86.7) 24 (96.00) 33 (100.00) 0.061¢
Mujer 7(13.2) 1 (4.00) 0 (0.00)
Tto alopurinol/Dosis diaria 300-600 NA 25 (100) 33 (100) -
mg. n (%)
Tto Colchicina/ Dosis diaria 0.5-1 NA 25 (100) 33 (100) -
mg. n (%)

Tabla 6. Estadisticos y resultados de las variables antropométricas y bioquimicas en grupos de gota y controles.
El texto en negrita denota la significancia estadistica. La edad, el IMC y el colesterol total se expresan en media
y desviacién estandar, mientras que las otras variables continuas se resumen por la mediana y el rango
intercuartil. a. Valor P obtenido del ANOVA. b. Valor P obtenido de la prueba de Kruskall-Wallis. c. Valor P
obtenido de la prueba de la T de Student de dos colas. d. Valor P obtenido de la prueba de la U de Mann-
Whitney.
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10.2 Andlisis de dieta (kilocalorias y macronutrimentos)

El consumo medio de energia en todos los grupos fue de 1,205 kcal (95% CI 1,131, 1,280).

El grupo control demostré un consumo significativamente mayor (media: 1,359 kcal, 95%

Cl 1,271, 1,445) en comparacion con el grupo de gota tofacea y gota no tofacea (valor de

P= 0.001, 0.009, respectivamente). EI mismo patrén se observdé en el consumo de

proteinas (control=73 g, vs. gota tofacea=52 g (P= 0.009), vs. gota= 56 g (P= 0.040)),
lipidos (control= 56 g vs. gota tofadcea =37 g (P= 0.001), vs. gota=39 g (P= 0.003)), e
hidratos de carbono (control=183 g vs. gota tofacea= 142 g (P=0.002), vs gota=144 g (P=

0.009).

95% del intervalo

de confianza para
la media Minimo  Maximo

Error Limite Limite

N Media DE est. inf. sup.

Kilocalorias  Control 52 1358 312.0 43.2 12717 14455 636.6  1970.1
en24h Gota tofacea 28 1010 369.0 69.7 867.7 1153.9 336.1 2104.7
Gota 21 1088 395.6 86.3 908.0 1268.2 627.5 1795.8
Total 101 1205 378.7 37.6 1131.1 1280.7 336.1 2104.7
Proteina en Control 52 73.3 30.9 4.2 64.6 81.9 25.8 163.0
24 h Gota tofacea 28 52.6 30.9 5.8 40.5 64.6 11.4 124.6
Gota 21 56.9 38.3 8.3 39.4 74.3 19.5 162.0
Total 101 64.1 33.6 3.3 57.5 70.8 11.4 163.0
Lipidos en  Control 52 56.3 17.1 2.3 51.5 61.0 19.7 89.8
24 h Gota tofacea 28 374 18.0 3.4 30.4 44.3 5.2 90.3
Gota 21 39.7 19.5 4.2 30.8 48.5 8.8 89.1
Total 101 47.6 19.8 1.9 43.6 51.5 5.2 90.3
Hidratos de Control 52 183.1 44.4 6.1 170.7 195.5 77.5 301.2
carbono en  Gota tofacea 28 142.9 51.3 9.7 122.9 162.8 48.7 277.7
24 h Gota 21 146.4 60.2 131 1190  173.9 69.9  266.9
Total 101 164.3 53.1 5.2 153.8 174.8 48.7 301.2

Tabla 7. Andlisis descriptivo del consumo de kilocalorias y macronutrimentos en 24 horas por grupo de

estudio. Para las comparativas entre grupos se realiz6 ANOVA de 1 factor cuando se asumio el supuesto

de normalidad y Kruskal-Wallis cuando no se asumié el supuesto de normalidad. Las diferencias

significativas se establecieron usando las pruebas pos-hoc de Bonferroni.
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10.3 Diversidad alfa de las comunidades bacterianas en el microbioma intestinal de

los grupos de estudio

La secuenciacion del gen bacteriano 16s ARNr resultd en 3,444,321 lecturas libres
de error que cumplieron los estandares de calidad. De las 110 muestras

secuenciadas, se obtuvo una media de 31,599 lecturas por muestra.

Se determiné el valor de algunos indices de riqueza y diversidad, y se compar6
entre grupos descartando IMC >30 (cinco muestras del grupo de gota y tres del
grupo de gota tofacea). Los parametros de rigueza Chaol, las especies observadas
y el ACE fueron estadisticamente significativos, con valores mayores en el grupo
control en comparacion con el grupo de gota sin tofos (valor p = 0.042) (valor p =
0.039) (valor p = 0.038), respectivamente (Figura 9). Sin embargo, no se encontro
ninguna diferencia estadistica en los indices de diversidad Shannon. Por otro lado,
a pesar de mostrar una tendencia de incremento, los pacientes de gota tofacea no

presentan variaciones estadisticas en ninguno de los parametros de a diversidad.

Observed Chao1 ACE Shannon
500 - 500 -
400 - i
o
= 400 - 400 -
o
= 300- Al SampleType
% 300 - 300 - Control
§ Gota
0 200- _— " Gota tofacea
© 200 200 -
2
o
< ~
o 100~ 100 -
2_.

Figura 9. Diversidad alfa de comunidades bacterianas en el microbioma de los grupos de estudio.
Variaciones de los indices de riqueza (Observed, Chaol, ACE) y de diversidad (Shannon)
entre los grupos de gota y los controles. Diferencias consideradas significativas marcadas

con * representan una p <0.05.
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10.4 Abundancias de las variantes de secuencias de amplicon (ASVs) a nivel
de filo

Se asignaron secuencias a 5349 variantes de secuencias de amplicones (ASV) en
299% de similitud agrupadas en diferentes categorias taxonomicas divididas en 5
filos, 9 clases, 11 ordenes, 21 familias y 63 géneros. A nivel de filo, encontramos
gue las Proteobacteria fue significativamente mas abundantes en los pacientes con

gota tofacea en comparacion con los controles (valor p < 0.05) (Figura 10).
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Figura 10. Abundancia relativa de los ASVs a nivel de filo. Las gréficas de barras apiladas
representan la abundancia relativa de cada filo detectada por la base de datos SILVA 132.
Color rojo (Firmicutes), Color verde turquesa (Proteobacteria*), Color rosa (Actinobacteria),
Color Verde (Bacteroides), Color azul (Verrucomicrobia). * p <0.05 comparativo control vs
Gota tofacea (filo: Proteobacteria).



10.5 Abundancias de las variantes de secuencias de amplicdén (ASVs) a nivel
de género

En general, la abundancia relativa de 35 géneros comparables entre grupos mas
abundantes observados en todas las muestras se indica en la figura 11. Diez de los
géneros pertenecen al filo Bacteroidetes, 22 géneros se encuentran agrupados en
el filo Firmicutes. El filo Proteobacteria iunicamente contd dos géneros (Escherichia-

Shigella y Suterella), y Verrucomicrobia (Akkermansia).

Cuando se analizé la estadistica a nivel de género, se encontré que nueve géneros
principales eran significativamente diferentes (p<0.05) en abundancia entre los
grupos de estudio: Escherichia-Shigella, Ruminococcaceae UCG_ 013,
Akkermansia, Oscillibacter, Bifidobacterium, Phascolarctobacterium,
Ruminococcus_gnavus_group, Lachnospiraceae_ ND3007_group, y Butyricicoccus.

Después de conocer los géneros que entre grupos diferian estadisticamente, se
realiz6 una prueba de comparaciones por pares, para establecer entre qué grupos
se estableci6 dicha diferencia. Ademas, se llevé a cabo la evaluacion del cambio de
magnitud (fold-change), para demostrar cuél fue el cambio en proporcion de los
géneros evaluados. Los resultados muestran que los géneros
Phascolarctobacterium y Bacteroides, fueron 14 veces (p=0.008) y 2.5 veces
(p=0,031) méas abundantes respectivamente en el grupo de gota sin tofos que en
los controles. En esta misma comparativa de grupos se observo que Akkermansia
y el grupo Ruminococcus_gnavus_ fueron ~2.5 veces y ~1.5 veces mas abundantes
en el grupo de gota respecto al control con valores (p=0.007) y (p=0.012),
correspondientemente. En individuos del grupo control, se encontrd6 que la
abundancia de Bifidobacterium, Butyricicoccus, Oscillobacter,
Ruminococcaceae UCG_010, Lachnospiraceae_ ND2007_group, y Haemophilus
fue ~1.5 veces mas enriquecido con valores de p<0.05; asi como Ruminococcus_1
y Clostridium_sensu_stricto_1, que asumieron mas de 4 veces (p=0.031) y 3 veces

(p=0.028) mayor abundancia comparado con el grupo con gota (Figura 12).
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Figura 11. Abundancia relativa de los ASVs de 35 géneros comparables entre pacientes con gota y

controles detectado por la base de datos SILVA 132. Color rojo (grupo control), Color verde (grupo

gota), Color azul (grupo gota no tofacea).
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Escherichia-Shigella fue un género que evidenci6 un enriquecimiento
estadisticamente significativo en la gota tofacea en comparaciéon con el grupo
control (aumento de 10 veces (p =0.003)). En esa misma comparacion, el grupo de
gota tofacea demostré un aumento de ~1.5 veces en los géneros Sarcina (p =0.048),
Rikenellaceae_RC9 (p=0.05) y Lachnospiraceae_NK4B4 (p=0.033) respecto al
grupo control; mientras que la Ruminococcaceae_UGC_013 fue ~2.5 veces menos

abundante que en los controles (p=0.005).

Finalmente, cuando se comparo el grupo de gota versus gota tofacea, se encontré
un enriquecimiento de Akkermansia (p=0.045), Roseburia (p=0.029), con un cambio
de ~1.5 veces mayor abundancia para ambos géneros. En el grupo de gota también
se observé una abundancia ~2.5 veces mayor de Ruminococcaceae UCG_013
(p=0.027), Erysipelotrichaceae_ UCG_003 (p=0.045), y Lachnospira (p=0.021)
respecto al grupo de gota tofacea. Mientras que el Unico género sobrerrepresentado
en el grupo de gota tofacea fue Lachnospiraceae_ ND3007 aumento ~1.5 veces
(p=0.019) (Figura 12).

El andlisis discriminante  lineal demostr6 que Ruminococcus_1,
Clostridium_sensu_stricto_1, Oscillibacter, Butyricicoccus,
Ruminococcaceae UCG_010, Bifidobacterium, Lachnospiraceae_ND3007_group,
Haemophilus y Ruminococcaceae_ UGC_013, fueron los géneros detectados en las
pruebas no paramétricas y en los cambios de magnitud, que discriminaron entre el
grupo control y los dos grupos de gota. Por otro lado, Phascolarctobacterium,
Bacteroides, Lachnospira, Erysipelotrichaceae_ UCG_003,
Ruminococcaceae UGC 013, Roseburia, Akkermansia, y
Ruminococcus_gnavus_group, tienen la capacidad de discriminar entre el grupo de
gota, de los controles y el grupo de gota tofacea. En tanto que, Escherichia-Shigella,
Sarcina, Rikenellaceae_RC9, Lachnospiraceae_NK4B4, y
Lachnospiraceae_ND3007 fueron la combinacion de géneros que mejor discriminan

la gota tofacea de los otros grupos (Figura 13)
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muestran diferencias significativas entre los grupos de gota y grupo control. El color azul

Figura 12. Cambio en la magnitud de las abundancias relativas de los géneros bacterianos que
respectivamente.
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Figura 13. El gréafico del andlisis lineal discriminante (LDA) de los datos de abundancia de géneros
derivados del andlisis estadistico no paramétrico muestra la importancia de las
combinaciones de géneros para diferenciar los tres grupos de estudio.



10.6 Determinacién de una microbiota intestinal compartida en grupos con

gota

Bajo el criterio del limite de 0.01 de abundancia relativa, se observo que los grupos
de gota compartieron entre ellos 130 ASVs. Mediante un diagrama de Venn se pudo
detectar a los linajes comunes y compartidos mediante las areas superpuestas de
los circulos del grafico. Del total de ASVs detectados, 1302 representaban una
composicién exclusiva en el grupo de gota, mientras que 1381 pertenecian al grupo
de gota tofacea y 1974 linajes fueron Unicos para el grupo control. Se encontré que

todas las muestras compartieron 286 ASVs (Figura 14).

Control Gota

Gota tofacea

Figura 14. Diagrama de Venn de los ASVs compartidos entre los grupos de estudio. Muestra el
namero de ASVs compartidos y Unicos entre los tres grupos de estudio. El microbioma
central en los grupos de gota se representa en la superposicion de los circulos verdes y
azules. Grupo control (circulo rojo), grupo gota (circulo verde), grupo gota tofacea (circulo

azul).
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Se elaboré un grafico de Krona para mostrar los ASVs mas abundantes en los
grupos con gota. Para el filo Firmicutes se encontr6 mayor abundancia de las
familias Faecalibacterium, Ruminococcaceae NK4A214, Ruminococcaceae UCG-
005, Ruminococcaceae UCG-14, Veillonella y Phascolarctobacterium. Del filo
Bacteroidetes, Prevotella 9 y Bacteroides pertenecientes a la familia de los

Bacteroidales fueron los mas representativos (Figura 15).
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Figura 15. Grafico Krona que representa la composicion taxonomica y la abundancia relativa de los

ASVs mas abundantes que se encuentran en ambos grupos de gota.
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Por otro lado, el género mas representativo dentro del filo de las proteobacterias era
Escherichia-Shigella (34%) (Figura 16). Ademas, se identific6 un conjunto de tres
ASVs mas abundantes dentro del género Bacteroides que incluyo a las siguientes
tres especies: Bacteroides caccae, Bacteroides stercoris ATCC 43183, y

Bacteroides coprocola (Figura 16).

D_5__Prevotella g 53%

D_5_ Coprobacter 0.4%

D_4_ Marinifilaceae 0.4% .

D_5__Parabacteroides 0.03% .

Figura 16. Grafico Krona que representa la composicién taxonémica de los ASVs mas abundantes
dentro del orden de los Bacteroidales compartidos entre los dos grupos de gota. Area
amarilla representa el conjunto de linajes de especies de Bacteroides, la region verde del

género Alistipes y la regioén roja del género Prevotella 9.
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Entre controles y pacientes con gota se identificO 174 ASVs compartidos. Los
principales se muestran en la figura 17; mientras que los controles y los pacientes
con gota tofacea compartieron 192 ASVs (Figura 18).
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Figura 17. Principales ASVs compartidos entre los controles y los pacientes con gota. El grafico
muestra diversidad de colores que corresponden a los distintos linajes observados. Rojo
para Bacteroidales, naranja para Parabacteroidales, verde-amarillo para Clostridiales y
verde para Gamma Proteobacteria.
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Figura 18. Principales ASVs compartidos entre los controles y los pacientes con gota tofacea. El

gréafico muestra distintos colores que corresponden a los distintos linajes observados. Rojo

pata Negativicutes, naranja pata Clostridiales, verde-amarillo para Bacteroidiales, verde para

Gamma-Proteobacteria y violeta para Mollicutes.
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10.7 Prediccién funcional de las bacterias comunes de la microbiota intestinal

de los pacientes con gota

Se exploré una red de asociacion de proteinas funcionales centrada en tres
especies de bacterias cuya presencia se compartié entre los dos grupos de gota.
(Bacteroides caccae, Bacteroides stercoris ATCC 43183 y Bacteroides coproccola
DSM 17136). El andlisis STRING de Bacteroides caccae revel6 una red de
interaccién proteina-proteina (PPI) entre once proteinas con un enriquecimiento
estadisticamente significativo (p=0.0001). Cinco de estas funciones fueron
proteinas involucradas en el metabolismo de las purinas (pbux (xantina permeasa),
guaB (inosina-5' monofosfato deshidrogenasa), purL (fosforibosil-formil-glicina-
amidina sintasa), xpt (xantina fosforribosiltransferasa y EDM21173.1 (GMP
sintetasa)). Este enriquecimiento indica que las proteinas estan parcialmente y
bioldgicamente conectadas y contribuyen activamente en el metabolismo de las
purinas (FDR=0.0003), la biosintesis de GMP (FDR=0.0009) y la actividad de la
glutaminasa (glutamina amidotransferasa) (FDR=0.004) (Figura 19).

;{EDM19326.1
EDM§27.1

|
EDM1932‘9.1

EDM19328.1

\ pbuX

Figura 19. Andlisis de prediccion de las interacciones proteina-proteina STRING (Bacteroides
caccae). El nodo rojo representa la proteina de consulta y en la que se establece la cobertura
de las interacciones. Los subsecuentes nodos se colorean aleatoriamente segun su funcion

y las lineas mas gruesas definen las asociaciones mas robustas.
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La prediccion funcional para Bacteroides stercoris ATCC 43183, detectd proteinas
de cuatro vias: biosintesis de purina, metabolismo de un carbono, unién de
nucleodtidos y biosintesis de aminoacidos, con un FDR de 2.55e-18, 0.002, 0.016 y
0.043, respectivamente. Las proteinas detectadas fueron: proteina bifuncional de
biosintesis de purina (purH), transformilasa AICAR/ciclohidrolasa IMP (purH),
hidroximetiltransferasa de serina (glyA), adenilosuccinato sintetasa (purA),
fosforibosilamina-glicina ligasa (purD), fosforibosilglicinamida formiltransferasa
(purN), 5-fosforribosil-N-formilglicinamida  (purL), fosforibosil-amino-imidazol-
succinocarboxamida (SAICAR) sintasa (purC), e inosina-5'-monofosfato

deshidrogenasa (guaB) (Figura 20).

Figura 20. Analisis de prediccién de las interacciones proteina-proteina STRING para la especie
Bacteroides stercoris ATCC 43183. Los nodos se colorean segun su funcion especifica:
biosintesis de purina (rojo), metabolismo de un carbono (azul), unibn de nucleétidos
(amarillo) y biosintesis de aminoacidos (verde) y las lineas mas gruesas definen las
asociaciones mas robustas. Las proteinas implicadas en mudltiples funciones estan

representadas en varios colores.
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Finalmente, entre Bacteroides coprocola DSM 17136 y Bacteroides stercoris ATCC
43183 se detectd una red compartida de PPI para tres proteinas especificas que
también participan en la biosintesis de purina (FDR=0.002), y tres proteinas que

participan en el metabolismo de un carbono (FDR=1.76e-05).

Ademas, B. coprocola DSM 17136 tuvo un enriguecimiento en la interaccion
proteina-proteina que incluia tres metiltransferasas (glyA, gcvT vy thyA)
(FDR=0.001), seis transferasas (purN, purH, glytA, gcvT, EDU99278.1 y fmt)
(FDR=4.60e-05) y dos ligasas (fhs y folC) (FDR=0.030) (Figura 21).

Figura 21. Andlisis de prediccion de las interacciones proteina-proteina STRING para las especies
Bacteroides coprocola DSM 17136 y Bacteroides stercoris ATCC 43183. Se identificé la
interaccién proteina-proteina implicadas en el metabolismo de un carbono, la biosintesis de
purinas, asi como en las metiltransferasas, transferasas y ligasas. Los nodos se colorean
segun su funcion: biosintesis de purina (rojo), metabolismo de un carbono (azul), unién de
nucleétidos (amarillo), biosintesis de aminoacidos (verde) y ligasas (rosa). Las lineas mas

gruesas definen las asociaciones mas robustas.
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10.8 Predicciones de la actividad funcional detectada por KEGG entre los

grupos de estudio

En general, se observo la presencia de 47 ortologos funcionales de KEGG,
relacionados con el metabolismo oxidativo de las purinas, vias metabdlicas para la
biosintesis de purinas, el transporte de vitamina B12 y la excrecién de urato que
eran significativamente diferentes entre los grupos (Figura 23 A-C). Como se ilustra
en la figura 22-A, se encontré que importantes funciones relacionadas a la vitamina
B12 (proteina de permeasa y proteina de unién al sustrato); nucledsido permeasa;
represor transcripcional del sistema de clivaje o division de la glicina; xantina
deshidrogenasa subunidad de union hierro-azufre; (fosforilasa [E.C 2.4.2.1 2.4.2.2));
(transaminasa [E.C 2.6.1.88]); (oxidorreductasas [E.C 1.17.1.4]); (transferasas [E.C
2.4.2.22], [E.C 2.4.2], y [E.C 2.7.4.23)]); (hidrolasas [E.C 3.5.2.17], [E.C 3.5.3.26], ¥
[E.C 3.5.3.9]), estuvieron enriquecidas en el microbioma intestinal de los pacientes
con gota tofacea en comparacién con los individuos sanos. Ademas, tanto la
proteina accesoria de ureasa como la ureasa carboxilasa [E.C 6.3.4.6] fueron las

mas enriquecidas en el grupo control.

El analisis de KEGG también detecto diferencias estadisticamente significativas en
las funciones del microbioma entre el grupo de control y los dos grupos de gota. En
ese sentido, se encontré que la funcion glicina deshidrogenasa subunidad 2 [E.C.
1.4.4.2], se encontr6 aumentada en pacientes con gota sin tofos en comparacion
con los controles; mientras que en el grupo control existié un enriquecimiento de la
ureasa subunidad alfa y gamma/beta [EC:3.5.1.5] en comparaciéon con el grupo de
la gota (Figura 22-B).

Finalmente, en las comparaciones funcionales del microbioma entre el grupo de
gota tofacea versus gota, se detecté mayor enriquecimiento de la via de la glicina
reductasa [EC: 1.21.4.2] y en el componente B del complejo de la glicina reductasa
subunidad alfa y beta en el grupo de gota tofacea, mientras que, en el grupo de gota
sin tofos fue mas abundante la actividad de purina nucleosidasa [EC:3.2.2.1] (Figura
22-C).
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Figura 22 A-C. Gréfico de barras que representa las caracteristicas metabdlicas bajo la prediccion
KEGG que diferencian entre (A) pacientes con gota tofacea vs. controles, (B) pacientes con
gota vs. controles, y (C) pacientes con gota tofacea vs. pacientes con gota. Las diferencias
se consideran estadisticamente significativas con un valor corregido de p< 0.05, usando la
prueba t de Welch.
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11. DISCUSION

A pesar de representar un tercio de la excrecion total de &cido urico, poco se sabe
sobre el impacto de la excrecion intestinal del AU en la artropatia inflamatoria
denominada gota. Investigaciones recientes han demostrado un patron repetido de
alteraciones en la riqueza y diversidad de especies bacterianas residentes en el

intestino humano asociado con la enfermedad.

En este estudio se encontré que existen variaciones y cambios taxondmicos entre
los pacientes con gota en dos estadios de la enfermedad comparado con un grupo
de individuos sin la enfermedad que fungieron como controles. Ademas, se
observaron alteraciones de algunas funciones bacterianas involucradas en el

metabolismo del AU.

Algunas investigaciones sugieren que la baja riqueza bacteriana en el microbioma
intestinal se asocia con enfermedades crénicas y con un fenotipo inflamatorio mas
pronunciado (1%, Notablemente, en nuestro andlisis se demostré una menor riqgueza
de especies en los pacientes con gota sin tofos que en los controles sanos. Estos
resultados concuerdan con los informes anteriores donde se encontré una menor
diversidad bacteriana en los pacientes chinos con gota, lo que sugiere que nuestra
poblacién de enfermos con gota de menor tiempo de evolucion de la enfermedad

padecen una disbiosis intestinal @1,

Se evidenci6 una abundancia mayor de bacterias butirato productoras
(Butyricicoccus y Oscillibacter) en los individuos del grupo control. Esta es la primera
vez que el género Butyricicoccus es reportado sobrerrepresentado en un grupo
control en comparacion con los pacientes de gota. Ademas, el grupo control también
presentd enriguecimiento de los géneros Bifidobacterium,
Clostridium_sensu_stricto_1, y Ruminococcus_1, que previamente han sido
catalogados como potencialmente benéficos por ser butirato-productores. La
coexistencia de los géneros productores de butirato y de Bifidobacterium puede
contribuir al mantenimiento de la barrera intestinal, asi como a los procesos

inmunomoduladores y antiinflamatorios 194106 Zhuang G. y colaboradores
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informaron sobre hallazgos similares al encontrar un enriquecimiento de especies
bacterianas  productoras de butirato  Clostridium y  Bifidobacterium
pseudocatenulatum en el microbioma intestinal de indibiduos sanos. También
observé que la abundancia de Ruminococcus estaba asociada negativamente con

la enfermedad de la gota 12,

Se identific6 que Phascolarctobacterium y Bacteroides estuvieron enriquecidos en
ambos grupos de gota. Estos géneros se han encontrado sobrerrepresentados en
el tracto intestinal de un modelo de rata hiperuricémica (1°7). Bacteroides, es un
enterotipo intestinal que promueve la conversion de urato en alantoina, y por lo tanto
podria estar involucrado en la regulacion de las concentraciones de AU en suero
humano @), En nuestro andlisis taxonémico se encontrdé que el género
Akkermansia estuvo incrementado en los pacientes con gota en comparacion con
los controles y los pacientes con gota tofacea. Este género se ha asociado en los
pacientes jovenes con artritis relacionada con la entesitis 99, Algunos estudios
demostraron que Bacteroides y Akkermansia se encuentran disminuidos en los
individuos con obesidad 19, Incluso, en un estudio desarrollado en escolares
mexicanos se identific6 que el enterotipo Bacteroides estuvo mas
sobrerrepresentado en nifios con IMC normal y con desnutricion, comparado con
nifios con obesidad; lo que sugiere que este género no tendria una relacion directa

con el fenotipo de obesidad @11,

En este estudio, se identificé un "microbioma comun" para los dos grupos de gota
representado por tres especies de Bacteroides. En un estudio reciente se demostré
que el género Bacteroides, en particular, la especie Bacteroides caccae, se
encuentra incrementado en pacientes con gota (9. En general, en la prediccion de
las interacciones proteina-proteina para las especies de Bacteroides detectadas; se
identifico la presencia de funciones involucradas en la biosintesis de purinas y de
nucleosidos de novo (purH, purN, purC, guaB, purL). Por otro lado, se identifico la
presencia de funciones relacionadas al metabolismo de un carbono, como fhs. Esta
ligasa, bajo condiciones anaerdbicas, permite la biosintesis de 10-formil-THF (N*°-

f-THF); una de las diferentes formas de folato, esencial para la generacion de
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purinas, debido a que dona grupos de formilo para configurar los atomos C-2 y C-8

en el anillo de purina durante la biosintesis de novo de purinas (112 113),

También se encontré algunas proteinas capaces de biosintetizar o degradar la
glicina (glyA y gcvT). Este aminoacido no esencial, es indispensable para la
biosintesis de acidos nucleicos y AU, debido a que donan su nitrogeno amidico y su
esqueleto carbonado en ambos anillos de purina @14, Ling Han y colaboradores,
realizaron un cultivo al que se le agregd glicina, emulando un entorno similar al
intestino, y descubrié un aumenté en la tasa maxima de crecimiento especifico de
E. coli; lo que sugiere que la glicina es un aminoacido importante que apoya el
crecimiento éptimo de algunos linajes bacterianos de la microbiota intestinal (119,
Nuestro estudio de prediccion funcional demostré una alta actividad del represor
transcripcional del sistema de clivaje de glicina (GSC) en los pacientes con gota
tofadcea en comparacion con el grupo control. Las bacterias podrian utilizar dicho
GSC en el catabolismo de glicina para constituir amoniaco, CO2 y un grupo metilo
(-CH2) para, a su vez, formar 5,10-metileno tetrahidrofolato.

El GSC, también llamado glicina sintasa, es esencialmente reversible y las bacterias
anaerodbicas podrian catalizar la sintesis de glicina de forma significativa y regulada
bajo las condiciones anaerobicas que otorga el intestino distal humano (116-118) |
Shao y colaboradores demostraron el enriquecimiento de glicina en el perfil de
metabolitos fecales de pacientes con gota. Este hallazgo, representa una posible
implicacion del aminoacido en la biosintesis de nucleésidos, y en los procesos de
excrecion de AU a nivel intestinal de sujetos que padecen la enfermedad . La
desaminacion y descarboxilacion ejecutadas por las bacterias luminales colonicas
a partir del catabolismo oxidativo final del AU y del metabolismo de un carbono,
otorgan a los colonocitos el suministro de glicina a vena porta, y su posterior ingreso
al higado, que conllevaria a un mayor aprovechamiento del aminoacido como
materia prima esencial en la biosintesis de purinas mediante la donacion de

nitrégeno amidico, y un carbono a la estructura del anillo purinico®19),
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A pesar de las controversias sobre si la absorcion de aminoacidos y péptidos en el
intestino grueso es nutricionalmente relevante para el cuerpo humano, se ha
demostrado que una cantidad minima de aminoacidos pueden ser absorbibles en el
colon; esto incluye, aminoacidos generados por el microbioma (20.121) Este proceso
de absorcién podria llevarse a cabo por medio de transportadores de aminoacidos
como el transportador GLYT1, que es el responsable de entre el 30 y el 50% de la
absorcion de glicina en las células epiteliales a través de la membrana basolateral
de enterocitos y colonocitos??, También, se encontré que las enzimas
involucradas en la transaminacion de metionina y el sistema de transporte de
vitamina B12 se vieron aumentadas en los pacientes con gota tofacea en
comparacion con los controles sanos. Por lo tanto, es probable que el microbioma
intestinal de los pacientes con gota tofacea con mayor tiempo de evolucion de la
enfermedad, no sélo participa en las vias de salvamento de nucleétidos y en la
biosintesis de novo de purinas, sino que también desempenia funciones esenciales
en la sintesis de novo de los precursores de purinas (como la glicina), asi como en
la sintesis de N10-f-THF.

Nuestro estudio reveld que los pacientes con gota poseen un enriquecimiento de
glicina deshidrogenasa comparado con los sujetos sin la enfermedad. Esta enzima
también denominada Proteina P, cataliza la descarboxilacion de la molécula de
glicina hasta la formacion de 5,10 metilen-tetrahidrofolato, y la liberacion de COs..
(123) Nuestros hallazgos también demuestran que la glicina reductasa estuvo
significativamente enriquecida en los pacientes con gota en comparacion con los
pacientes con gota tofacea. Esta ruta metabdlica es indispensable para asimilar los
compuestos de un carbono, a través del metabolismo de un carbono mediado por
el cofactor de folato; (1?4 que asegura la biosintesis de purinas y la homeostasis de

aminoacidos, incluyendo la glicina, la serina y la metionina 2.

La enzima purina nucleosidasa que fue mas abundante en los pacientes con gota
tofadcea en comparacién con los pacientes con gota, esta implicada en la formacion
de nucleobases 25, En 2006, Ogawa informé que la elevada actividad purina

nucleosidasa de algunas bacterias anaerébicas que residen en el intestino de ratas
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hiperuricémicas, ayudd a reducir los niveles de AU sérico en esos animales. Esta
enzima puede desempefiar un papel de mecanismo desconocido en la modulacién

de los niveles de AU sérico en los pacientes con gota tofacea (129),

En comparacion con los controles, el grupo de gota tofacea presentd un
enriquecimiento de Proteobacteria, que estuvo acompafiado de un enriguecimiento
de Escherichia-Shigella, Sarcina, Rikenellaceae_RC9 y Lachnospiraceae_NK4B4.
Resultados similares fueron publicados recientemente 127, en los que se encontr6
una alta proliferacion de Proteobacteria (en particular Escherichia-Shigella) de la
microbiota intestinal en animales carentes de urato oxidasa. La presencia de estas
bacterias podria desempefiar un papel crucial en el desarrollo de la gota. Es bien
sabido que la sobrepoblacién de Proteobacteria puede representar un biomarcador
bacteriano de disbiosis intestinal (128),

En el presente estudio, revelamos la presencia de tres isoformas bacterianas de
xantina deshidrogenasa con actividad de oxidoreductasa en pacientes con gota
tofacea. Un estudio anterior demostré un aumento de la xantina deshidrogenasa en
pacientes con gota 2. Esta enzima desempefia un papel fundamental en la
oxidacion sucesiva de la hipoxantina a xantina y de xantina a AU 129, La oxidacion
del AU produce posteriormente 5-hidroxiisourato, alantoina, (S)-ureidoglicina, y el
producto final del catabolismo de purina; glioxilato, oxalurato y glicina €79). Hualin Xi
y colaboradores, revel6 que los linajes bacterianos pertenecientes a Escherichia-
Shigella, que en nuestro estudio se encontraron enriquecidos entre los pacientes
con gota tofacea, podrian contribuir a la recuperaciéon y salvamento de purinas, por
induccion de la actividad de la xantina deshidrogenasa®39. Los autores sefialan que
esta accion podria permitir a estas bacterias obtener nitrégeno como medio de

supervivencia a partir de las purinas formadas.

Un estudio reciente demostré que miembros de Escherichia participan en la ruta
para la biosintesis de Formil-THF, compuesto implicado en la sintesis de purinas.

Asimismo, dichos linajes bacterianos se encuentran asociados con la actividad
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metabdlica de la xantina deshidrogenasa [E.C 1.17.1.4] en el intestino, y participan

activamente en el catabolismo oxidativo de la xantina 131,

Otro hallazgo importante realizado en este estudio fue el enriquecimiento de las
enzimas implicadas en el catabolismo final de purinas (5-hidroxiisourato hidrolasa,
alantoato desaminasa y (S)-ureidoglicina aminohidrolasa) en pacientes con gota

tofacea frente a los controles.

Existen pruebas de una respuesta adaptativa que requiere la degradacion de la
alantoina en los miembros de Escherichia-Shigella que se encuentran en un medio
privado de nitrégeno a largo plazo en entornos anaerdbicos (32). Linajes que
pertenecen al género Escherichia-Shigella como E. coli, pueden obtener cuatro
atomos de nitrégeno de las purinas, mientras que solo puede obtener un &tomo de
nitrogeno de cada molécula de uracilo a través de la via catabdlica reductora de
pirimidinas (33134 Dado que los pacientes con gota estaran sometidos de por vida
a un tratamiento de entre 300-600mg de alopurinol, que inhibe a la xantina oxidasa
y la produccion de &cido Urico; parece latente la posibilidad de la ausencia de
productos nitrogenados derivados del catabolismo oxidativo final de AU en intestino
(alantoina), hacia los nichos bacterianos intestinales; y en este trabajo, se formulé
la hipétesis de que el aumento de la actividad de la xantina deshidrogenasa y las
enzimas uricosuricas que posibilitan la oxidacion del AU, deriva de un proceso
adaptativo del microbioma intestinal en pacientes con gota tofacea, que puede
atribuirse a un tratamiento prolongado con bloqueadores de xantina oxidasa
(alopurinol). Este farmaco anti-hiperuricémico, inhibe la produccion de AU vy, por lo

tanto, la formacién de alantoina por parte de las bacterias uricosuricas intestinales
(135)

Bajo esta hipotesis, investigaciones como la presentada por Garud N.R y
colaboradores, demostro la presencia de altas tasas de rotacidn y sustitucion en las
comunidades bacterianas intestinales (36), El reemplazo de cepas bacterianas son
el resultado de ganancias o pérdidas de genes con funciones especificas, que

pueden ser tipicamente reemplazadas por otras especies. Estos rapidos cambios
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en la composicién de las comunidades bacterianas intestinales sugieren, pueden
ser a corto plazo (6 meses), y en largas escalas de tiempo dentro del hospedero
segun las preferencias de las diferentes cepas cuando enfrentan desafios

ambientales como los tratamientos con farmacos o la dieta.

Esta ventaja selectiva es mas evidente en los patégenos oportunistas bacterianos
que se adaptan rgpidamente a nuevos entornos y establecen nichos, que, por un
lado, les permite adquirir nuevas fuentes energéticas y por otro, evitan ser
eliminados por otras bacterias que forman parte del sistema inmunoldgico innato.
Dicha adaptacion, deriva del aprovechamiento de mutaciones y la presentacion de
nuevas variantes y firmas genealdgicas acumuladas en meses o afios y que les
confiere reemplazos dindmicos consecutivos (137). La alta presencia de Escherichia-
Shigella, que posee dentro de sus linajes a diversas especies patogénicas
oportunistas, podria ser parte de dichos cambios de cepas dentro del intestino de
los enfermos con gota, y responderia a un proceso evolutivo principalmente
atribuible a la restriccién de nitrégeno que las bacterias adquieren del anillo biciclico
del AU, lo que conllevaria a una fuerte presion de seleccién y adaptacién entre

especies que compitan por los sustratos disponibles para su coexistencia.

Un estudio reciente encontr6 que el tratamiento con alopurinol en ratas
hiperuricémicas, causé un incremento de géneros bacterianos que incluy6
Bifidobacterium y Collinsella. Ademas, se detectd una disminucién en la abundancia
relativa de los géneros Adlercreutzia, Anaerostipes, Bilophila, Morganella, y
Desulfovibrio 138), Mediante un andlisis bioinformatico por (PICRUST), encontraron
también una asociacion entre el consumo de alopurinol y una disminucion en la
actividad metabolica de nucleétidos. No obstante, esos resultados no son
concordantes con las abundancias relativas presentadas en nuestros grupos con
gota, ya que, inclusive el género Bifidobacterium present6 un enriquecimiento en el
grupo control. Por otro lado, en nuestros grupos con gota se detect6 el incremento
de algunas funciones relacionadas con la formacién de precursores de nucledsidos

y nucleétidos en comparacion con el grupo control (Figura 6). Se requeriran estudios
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que evallen una posible alteracion de la microbiota intestinal en pacientes con gota

tofacea y no tofacea sometidos a tratamiento con inhibidores de xantina oxidasa.

El analisis de prediccion funcional expuso que las ureasas son las enzimas con
mayor abundancia en los controles en comparacion con los grupos con gota, lo que
sugiere que las ureasas de la microbiota intestinal pueden desempefiar un papel
crucial en la degradacion final de las purinas y los ureidos para producir urea. La
hidrolisis de la urea permite la adquisicion de nitrégeno como una valiosa fuente de
energia. Adem4s, su produccion indica un estado homeostético que evita la

acumulaciéon endégena de AU (139 140),

Libin Pan propuso que la modulacién de la microbiota intestinal, asi como el uso de
la actividad metabodlica de las ureasas, podrian ayudar en el tratamiento y

prevencion de la nefropatia por hiperuricemia 49,

El microbioma intestinal es un componente esencial para comprender la
complejidad de la gota. Algunos de nuestros hallazgos son consistentes con
estudios previos que evallan el microbioma intestinal en la artritis gotosa. Sin
embargo, la etnicidad y factores dietéticos entre los grupos de esos estudios en
China y nuestros grupos de estudio; son aspectos que se deberan considerar para
establecer las similitudes entorno a las caracteristicas taxondmicas y funcionales de
la microbiota intestinal entre las distintas nacionalidades. Por ejemplo,
particularmente algunos grupos étnicos en Oceania han mostrado una alta
susceptibilidad a padecer gota; pero, en contraste, algunas poblaciones indigenas
mexicanas como las mixtecas y chontales muestran una muy baja prevalencia de la
enfermedad 42 .Por otro lado, en Asia, en la provincia China de Shandong y en
Hong Kong, la gota es mas prevalente con respecto al resto del pais (1.4 y 2.9%
respectivamente versus <0.05%) 4. Este Ultimo dato sugiere que la prevalencia de
la enfermedad podria estar aumentada en funcion de ciertos factores ambientales
como la dieta; ya que, en ciudades como Hong Kong se ha producido el fenbmeno
de la transicion nutricional, donde ha ganado popularidad el consumo de dietas

occidentalizadas, que se traduce en un aumento de consumo de alimentos
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procesados y alto consumo de carnes rojas 143, De hecho, aunque China se
modernizé mas tarde que los paises de América Latina, muchos de los cambios
observados en este pais asiatico coinciden con los de esta region en relacion al
aumento de enfermedades como la obesidad y enfermedades no transmisibles
incluyendo la gota (144,

En poblacién mexicana, se ha calculado que la prevalencia de gota es de 3%(14%),
cifra que correlaciona con la oscilacién del calculo de prevalencia en las provincias

chinas donde desarrollaron los Unicos estudios de microbioma intestinal en gota.

Uno de los hallazgos taxondmicos con mayor semejanza entre los estudios
reportados y el nuestro, es la aparicién de bacterias del orden de los Bacteroidales,
y dado que el enriquecimiento de Bacteroides puede ser una huella taxonémica
presente en la gota, nuestro trabajo implic6 una comprension funcional de las
especies de Bacteroides detectadas en la microbiota compartida de los grupos con
gota. En ese sentido, mediante predicciones funcionales via STRING identificamos
multiples proteinas que orquestan la sintesis de novo, el salvamento y la formacién
de metabolitos intermedios de purinas. Otro resultado comun entre nuestra
investigacion con las previamente reportadas, es la alta abundancia de
Proteobacteria y el género Escherichia-Shigella, que representd el 34% de la
microbiota compartida entre nuestros grupos de gota. Xi y colaboradores detectaron
este patron en un modelo animal carente de xantina oxidasa (12), y sefialaron que
la alta proliferacion de estas bacterias en intestino, pueden ser un factor a considerar
en la disrupcidn de la excrecion extrarrenal del AU y su posible contribucion en el
desarrollo de la gota.

En relacion a las funciones del microbioma detectadas en nuestro estudio, se
identific6 un aumento de la 5-hidroxisourato hidrolasa en pacientes con gota tofacea
comparado con el grupo control. Esta enzima se encontré presente en individuos
coreanos con menores concentraciones séricas de AU (19) y su funcién es oxidar
el AU a alantoina. En este estudio hemos dilucidado el enriquecimiento de tres

isoformas de la enzima la xantina deshidrogenasa en pacientes con gota tofacea,
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que también fue encontrada aumentada en pacientes con gota chinos (2, Esta

oxidorreductasa cataliza la formacion de AU a partir de xantina.

Por otro lado, nuestro estudio incluy6 un 98.2% de varones entre los dos grupos con
gota y 87 % de los controles, mientras que el grupo de mujeres en el grupo control
representd unicamente el 13 % del total y sélo el 1.8 % en los grupos de gota. Bajo
el criterio de normouricemia, se considero la inclusion de todos los individuos en
nuestros grupos de estudio, incluyendo a los enfermos con gota que se encuentran
bajo tratamiento con inhibidores de xantina oxidasa. En general, un estudio de 1135
metagenomas demostré que la variacion en la composicion de la microbiota
intestinal Gnicamente represento el 0.5% explicado por sexo46). Hasta el momento,
no existen en la literatura estudios que realicen una caracterizacion del microbioma
intestinal de mujeres hiperuricémicas o con gota. La gota ha sido considerada una
enfermedad histéricamente masculina y la mayoria de las investigaciones en gota
se han desarrollado en hombres 147, Esto podria explicarse por el efecto protector
que ejercen las hormonas esteroides (estrégenos) en mujeres que no han
atravesado la menopausia. Ademas, se ha demostrado que las mujeres son mas
susceptibles a la hiperuricemia después de la menopausia, por lo que se requeriran
futuros estudios que aborden la posible alteracién del microbioma intestinal en esta

poblacion femenina.

Los cambios de la microbiota intestinal mostrados en este estudio pueden
proporcionar huellas metabdlicas de los pacientes con gota; o bien pueden
aprovecharse para comprender las vias metabdlicas intactas en los individuos
sanos, asi como aquellas que manifiestan una alta actividad (ureasas). No obstante,
una limitacion notable de nuestro estudio es que los datos de 16s no permiten la
inferencia directa de los genes de la poblacién bacteriana encontrada. Por lo tanto,
la secuenciacibn metagendmica de escopeta (shotgun) y estudios
metatranscriptomicos, permitirian un mejor acercamiento que garantice inferencias
mas precisas de la estructura bacteriana y la expresion real de los genes para
identificar rasgos genémicos especificos de las bacterias que conforman los nichos

de la microbiota intestinal en los pacientes con gota.
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12. CONCLUSIONES

Los resultados ponen en manifiesto las diferencias de riqueza de especies y
diversidad taxondémica de la microbiota intestinal entre dos grupos de gota en
diferentes etapas de la enfermedad en comparacién con los sujetos sanos. En el
grupo de gota sin tofos se observo una menor riqueza bacteriana comparada con el
control, mientras que el grupo con gota tofacea presenté un enriquecimiento de
Proteobacteria (Escherichia-Sigella). Ambos patrones pueden indicar procesos de
disbiosis intestinal.

En general, se encontré un enriquecimiento de las distintas funciones dentro del
microbioma de ambos grupos de gota relacionadas con el metabolismo del AU, el
metabolismo de un carbono, la biosintesis de aminoacidos y biosintesis de

nucledsidos y biosintesis de purinas.
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14. ANEXOS
Anexo 1. Cuestionario de seleccion de pacientes

Folio: Cuestionario para el (la) participante Fecha:
APARTADO |. Datos generales
Nombre y apellidos:
Fecha de nacimiento: Edad: Género: Peso: Estatura:
Lugar de Nacimiento: Direccién actual:
Teléfono: e-mail: Diagnastico:
NOLLENAR | Sa |Su |P [C |Si [IS|H [©O |DNAh | DNAb | RX

APARTADO Il. Antecedentes clinicos, y familiares

Marque con una X la opcidn que le corresponde y en las preguntas que se indica coloque la
informacion en la celda. Los nimeros que aparecen entre paréntesis al lado de las opciones no
significan nada, y no corresponden a una respuesta en particular, por favor sélo igndrelos.

osteoartrosis) de mano, rodilla o cadera?

1. ¢Le han diagnosticado Osteoartritis (o enfermedad articular degenerativa u

Si(1) | No(0) | Nosé(.) | ARo del diagnéstico NO LLENAR
Mano 1 1
Redilla | 1
Cadera | 1
Otra: 11 I
2. ¢Le han diagnosticado gota o hiperuricemia?
NO LLENAR

5i(1) | No(0) | Nosé(.) | Afio del diagnéstico

Gota

Hiperuricemia

Si su respuesta es “Si” para alguna de las opciones pase a la siguiente pregunta, si no pase a la

pregunta numero 4 al final de esta pagina.

3. ¢Le han detectado tofos en alguno de los siguientes sitios anatémicos?

si(1) No(0) | Nosé[)

NO LLENAR

Codo

Mano

Orejas

Otro:

4. ¢Ha tenido algtn tipo de cirugia de reemplazo articular o colocacién
consecuencia de enfermedades reumaticas?

de protesis como

si (1) No(0) | Nosé()

NO LLENAR

Mano

Cadera

Otra:

1]
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Anexo 1. Cuestionario de seleccién de pacientes...Continuacion

Folio: Cuestionario para el (la) participante Fecha:

5. ¢{Manifiesta dolor espontaneo en alguna de las siguientes articulaciones?
Si(1) No (0) No sé [.) NO LLENAR
Mufieca L
Dedos de las manos
Rodilla

Cadera

Tobillo

Dedos de los pies
Otra: | — |

Si su respuesta es “Si"” para alguna de las opciones pase a la siguiente pregunta, si no pasea la
pregunta nimero 8 al final de esta pégina.

6. ¢Delaescaladel al 10 que valor le pondria al dolor que siente, considerando como
10 un dolor insoportable?

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

@ @ @ @ NO LLENAR

Mufieca

Dedos de las manos

Rodilla

Tobillo

1 1

1 I

1 1

Cadera 1
1 I

Dedos de los pies I 1
1 1

Otra articulacién

7. ¢éDesde hace cuanto tiempo manifiesta el dolor que refiere?
Menos de 1 Delaé6 De 6 meses Mas de 1
mes (1) meses (2) a 1 afio (3) afio (4)

NO LLENAR

Mufieca
Dedos de las manos

Rodilla 1

Cadera 1

Tobillo ]

Dedos de los pies 1

Otra: |

8. ¢Tiene familiares directos con enfermedades reumaticas?

Si(1) | No (0) | Nosé(.) Enfermedad NO LLENAR

Padre 11

Hermanos

1 1
Madre [ | I |
1 1
1 1

Tios maternos

Tios paternos

Abuelos maternos

Abuelos paternos
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Anexo 1. Cuestionario de seleccién de pacientes...Continuacion

Folio: Cuestionario para el (la) participante Fecha:
9. ¢Hatomado medicamentos para el dolor o inflamacion (analgésicos o
antiinflamatorios) como tratamiento de enfermedades reumaticas?
Si (1) No (0) Dosis NO LLENAR
Paracetamol 1 1 1
Ibuprofeno 1 1 1
Naproxeno | I I
Diclofenaco 1 1 1
Ketorolaco 1 I 1
Piroxicam 1 1 1
Meloxicam 1 1 1
Indometacina 1 1 1
Colchicina 1 1 I
Metotrexato I 11 I
Glucocorticoides (prednisona, cortisona, etc) 1 1 1
Otro: | I 1
10. ¢Toma algin medicamento para la gota o hiperuricemia?
Si (1) No (0) No sé (.} NO LLENAR
Alopurinol 1 1
Lesinurad I !
Otro: 1 I
11. ¢En los dltimos tres meses ha tomado antibiotico?
Nombre del Antibidtico Si No No sé Fechade la
(! © | () | dltimatoma NO LLENAR
1 11 1
1 1 1
1 11 1
12. ¢Recientemente ha tomado algun antiparasitario?
Nombre del Medicamento Si No No sé 'Ftha dela 0 LUENAR
(1) (0) () ultima toma
Metronidazol 1 I 1
Albendazol 11 |
Mebendazol 1 I 1
13. ¢(Recientemente ha tomado algiin medicamento que le ayude a ir al bano (laxante)?
Nombre del Medicamento Si No No sé 'Ftha de la 00 LLENAR
(1) (0) (-} ultima toma
1 11 1
1 11 1
1 1 1
14. ¢Usted fuma actualmente?
si (1) No (0) Actualmente no, pero fumaba anteriormente O LLENAR

()

Si su respuesta es “Si"” pase a la siguiente pregunta, si no pase a la pregunta nimero 17 en la
siguiente pagina.

15. ¢Con que frecuencia fuma?

3
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Anexo 1. Cuestionario de seleccién de pacientes... Continuacion

Folio: Cuestionario para el (la) participante Fecha:

Poco Muy

frocuants (1) frecusnta (2) Cantidad de cigarrillos a la semana NO LLENAR

16. ¢Desde hace cuanto fuma? NO LLENAR

17. ¢En algin momento un médico le ha diagnosticado algun padecimiento
gastrointestinal?

si(1) [ No(0) [ Nosé() NO LLENAR

Colitis |

Gastritis

1
Reflujo 1
Sindrome de colon irritable 1

Otro: I 11 |

18. ¢En algin momento un médico le ha diagnosticado alguna de las siguientes

enfermedades?
Si(1) | No(0) | Nosé(.) NO LLENAR
Diabetes tipo 2 —
Sindrome Metabdlico [—
Hipertension arterial [—
Dislipidémia | —
Otro: I 1 I

19. ¢Ha tenido diarrea en las ultimas tres semanas?

Fecha cuando la tuve Si(1) | No|(0) No recuerdo (.) NO LLENAR

20. ¢Tomd algun medicamento por la diarrea?

Medicamento Si(1) | No|(0) No recuerdo (.) NO LLENAR
Peptobismol 1 1 1
Tredda I___1I 1
Imodium 1 1
Lometil 1 1 1
Otro: 1 1 1

Si su respuesta es “Si” pase a la siguiente pregunta, si no pase a la pregunta numero 21

21. ¢Como nacia?

Parto Natural (1) Cesdrea (2) No sé (.) NO LLENAR

COMENTARIOS:
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Anexo 2. Cuestionario de frecuencia de alimentos

Folio: Cuestionario para el (la) participante | Fecha:

APARTADO Ill. Frecuencia de consumo de alimentos

PIENSA EN QUE ALIMENTOS COMISTE EL ULTIMO ANO (DIGAMOS DESDE JUNIO DEL ANO PASADO). ¢ PODRIAS DECIR CON QUE FRECUENCIA
CONSUMISTE LOS SIGUIENTES ALIMENTOS? TENGA EN CUENTA LAS VECES QUE LO TOMA SOLO Y LAS QUE LO ANADE A OTROS ALIMENTOS O PLATOS.

Marque con una X la opcion que le corresponde. No hay respuestas buenas o malas, solo importa conocer lo que comes. Por favor, cualquier duda pregunta
al encuestador.

<1 2 3 1vez 2 veces Jveces | 4veces 5veces
Munca | vezal R VECES | Veces por por por por por Diario NO
R {0) mes e I:“ almes | al mes | semana m LLENAR
an | ® | @ |y | w @ ®) @ )

Leche semidescremada (1 vaso o taza, 200mL) __1
Leche light (1 vaso o taza, 200mL) 1
Leche deslactosada (1 vaso o taza, 200mL) I__ 1
Leche entera (1 vaso o taza, 200mL) I__ 1
Yogurt (uno, 125 gr) I__ 1
Cereal (Zucaritas, Chocokrispis, All-Bran, avena) (1 taza) I__ 1
Galletas tipo “Maria” {sin relleno) (1 galleta) __ 1
Galletas tipo “Emperador” (con rellenc) (1 galleta doble) I__ 1
Pan dulce (1 pieza) I__ 1
Pan blanco (Bolillo, Telera, Cuernite) (1 pieza) __ 1
Café (1 vaso o taza, 200mL) I__ 1
Ensalada fresca (lechuga, jitomate, pepino) (1 plato) __1
Espinacas o acelgas (1 plato) __1
Verdura de guarnicion (brocoli, chayote, coliflor) (1 taza) __1
Papas al horno, fritas o hervidas (1 racion, 100gr) __1
Legumbres (frijol, | jas, garbanzos, habas) (1 plato) __ 1
Arroz (1 taza) I__ 1
Pasta (fideos, espaguetis, coditos, etc) (1 plato) I__ 1
Sopas y cremas (1 plato) __ 1
Caldos (1 plato) I__ 1
Tortillas de maiz (1 tortilla) I__ 1
Tortillas de harina (1 tortilla) __ 1

5|
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Anexo 2. Cuestionario de frecuencia de alimentos... Continuacion

Folio: Cuestionario para el (la) participante Fecha:
<1 2 3 1vez 2 veces 3veces | 4veces 5 veces
1vez
Nunca | wezal VECEs | veces por por por por por Diario NO
Alimento al mes
10} mes 8 almes | al mes | semana | semana | semana | semamna | semana ] LLENAR
(11 (9) (10) 1) (2) 3) (4) (5

Huevo (1 huevo)

Pollo o pavo (1 pieza)

Carne roja (1 pieza)

Longaniza, carne molida (1 racion 50gr)

Pescado blanco (blanco del Nilo, mero) (1 filete)

Pescado azul (atun, sardina, salmdn) (1 lata)

Mariscos (camaron, calamares, pulpo, etc) (1 racion, 100gr)

Crogquetas, empanadas o pizza (1 pieza)

Antojitos mexicanos (quesadillas, sopes, etc) (1 pieza)

Pan de caja (Pan Bimbao) (1 rebanada)

Jamon de pechuga de pavo (1 rebanada delgada)

Jamon de pierna de cerdo (1 rebanada delgada)

Salchichas o paté (una salchicha o 50g de paté)

Queso Blanco (Panela, Daxaca, cottage, etc) (50 gr)

Quesos amarillos (Manchego, Gouda, etc) (1 trozo 50g)

Mantequilla afiadida a la comida o pan (1 cucharada)

Margarina afiadida a la comida o pan (1 cucharada)

Aceite de maiz (1 cucharada)

Aceite de oliva (1 cucharada)

Frutas citricas (naranja, toronja, mandarina) (1 pieza)

Otras frutas (manzana, platano, pera, papaya, etc) (1 pieza)

Frutas en almibar (2 mitades o rodajas)

Jugos de fruta natural (un vaso, 250 mL)

Jugos de fruta envasados (Jumex, del Valle, etc)
(1 lata, 200 mL)

Cacahuates almendras o nueces (1 bolsa pequefia)

Gelatina

Matillas o Flan (1 pequefio)

Pasteles de crema o chocolate (Gansitos, Pinglinos, etc) (1
pieza)

6
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Anexo 2. Cuestionario de frecuencia de frecuencia de alimentos...Continuacion

Folio: Cuestionario para el (la) participante | Fecha:
<1 4 3 lvez 2veces | 3veces | 4veces | 5Sveces
1vez
Nunca | wvezal veces | veces por por por por por Diario NO
Alimento al mes
(0) mes 8) almes | almes | semana | semana | semana | semana | semana ] LLENAR
11) [E)] (10} 1) 12) (E] (4) (5)

Papas fritas (Sabritas, Barcel) (1 bolsa pequefia)

Golosinas (gomitas, caramelos, paletas de caramelo, etc) (1
pieza)

Tabletas de chocolate {“Snikers”, “Hershey”, Milky way) (1
pieza)

Helados o nieves (un vaso pequerio, “sencillo”)

Refresco | 1 lata 355 mL)

Refresco light (1 lata 355 mL)

Vino (tinto, blanco, sangria, clericot) (1 vaso, 125 mL)

Cerveza (1 botella 355ml)

Bebidas destiladas (whisky, tequila, ron, etc) (1 copa, 50mL)

OBSERVACIONES:
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